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INTRODUCCIÓN

Escarabajos descortezadores del género Dendroctonus

El término "escarabajo descortezador" se utiliza de manera coloquial para referirse a las

especies de la subfamilia Scolytinae, familia Curculionidae. Estos escarabajos se caracterizan por

completar parte de su ciclo de vida principalmente dentro de un árbol deteriorando a su hospedero al

alimentarse de diferentes tejidos vegetales como la corteza, el xylema, el floema, las semillas y la

miel, e incluso de estructuras fúngicas como el micelio (Knizek y Beaver, 2007). Esta capacidad de

desarrollarse dentro de los tejidos vegetales se ha asociado frecuentemente con la presencia de hongos

mutualistas, ya que ayudan a degradar compuestos complejos del árbol de los que se alimentan los

coleópteros. Tal es el caso de los escarabajos del género Dendroctonus Erichson, 1836, los cuales se

alimentan principalmente de floema de pináceas de los géneros Larix, Picea, Pinus y Pseudotsuga por

medio de diferentes tipos de comportamiento: agresivas y saprobias tempranas (Six et al., 2004). Los

miembros del género Dendroctonus, se encuentran entre las especies más importantes de escarabajos

descortezadores desde el punto de vista económico y ecológico, ya que afectan fuertemente a los

ecosistemas forestales de América del Norte y Central (Bentz, 2008).

A pesar de que la mortalidad de los árboles como resultado de los brotes de Dendroctonus ha

afectado fuertemente a la industria maderera, los eventos de perturbación causados   por las especies

nativas de escarabajos de la corteza son también importantes impulsores de la sucesión forestal y la

salud general de estos ecosistemas (Samman y Logan, 2000). Los integrantes del género

Dendroctonus destacan entre los parásitos descortezadores más agresivos de los bosques de pino de

Norte y Centroamérica (Wood, 1982). Su relevancia taxonómica disminuye en Europa y en China

debido a la presencia de únicamente dos especies nativas y una introducida (Grégoire, 1988, Wang et

al., 2010). El impacto ecosistémico y económico que tienen los hábitos agresivos de algunas de estas

especies han dado pie a su estudio desde diversas perspectivas, principalmente en la zona templada de

Norteamérica (Six y Bracewell, 2015).

El género Dendroctonus está compuesto por veintiún especies, incluyendo a la especie

críptica D. barberi Hopkins la cual ha sido recientemente delimitada de D. brevicomis

(Valerio-Mendoza et al., 2019; Sullivan et al., 2021) Históricamente las especies de este género se han

clasificado en cinco o seis grupos con base en sus características morfológicas (Wood, 1963; Reeve et

al., 2012). Estos grupos, en su mayor parte, se han conservado como clados o subclados con base en

estudios filogenéticos (Victor y Zúñiga, 2016). El género en su totalidad destaca entre el resto de la
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subfamilia Scolytinae debido a la presencia de un proceso epistomal en la cabeza, es decir, una maza

antenal aplanada formada por cuatro antenómeros (segmentos que forman a la antena) y las

proyecciones flagelares de cinco antenómeros. El tamaño promedio de los integrantes del género

Dendroctonus ronda entre 2.4 mm a 4.0 mm dentro del complejo de especies más pequeñas, y hasta

entre 7 y 7.3 mm en el complejo de especies más grandes; sin embargo estos intervalos pueden variar

en gran medida entre poblaciones y localidades debido a la disponibilidad de alimento y a otras

variables ambientales (Armendáriz-Toledano et al,, 2018). El color de los ejemplares adultos se

emplea para distinguir su grado de desarrollo, el cual también puede variar geográfica e

interpoblacionalmente. En todo el género, los escarabajos más jóvenes tienden a presentar

coloraciones más claras antes de alcanzar la madurez, mientras que algunas especies se caracterizan

por presentar una coloración homogénea en la adultez (D. approximatus, D. brevicomis y D.

parallelocollis), y en otras, la cabeza y el pronoto tórax anterior son más oscuros que el abdomen y los

élitros (e. g., D. frontalis, D. jeffreyi, D. mesoamericanus, D. mexicanus, D. ponderosa, D.

pseudotsugae, D. rhizophagus, D. valens y D. vitei) (Armendáriz-Toledano et al., 2018).

El ciclo de vida general del género Dendroctonus, esquematizado con la especie D.

ponderosae en la Figura 1, se divide en la etapa de Colonización (1) de especies pináceas, a menudo

iniciada por las hembras, Reproducción y desarrollo (2) dentro del sistema de galerías que construyen

en el floema arbóreo y Emergencia de la nueva generación de adultos (3). A través de ataques

subsecuentes de más individuos de la misma especie, estos logran entrar al floema del árbol hasta

alcanzar los tejidos donde construyen cámaras de cría para depositar sus huevos. Los adultos y las

larvas de algunas especies construyen cámaras nupciales, túneles parentales y túneles larvales. En las

especies que hay túneles parentales, algunas son horizontales, como D. ponderosae, D.

parallelocollis, D, pseudotsugae, y en otras suele ser perpendicular. Los sistemas de galerías más

complejos a menudo conservan patrones arquitectónicos característicos de cada especie

(Armendáriz-Toledano et al., 2018). En el sistema de galerías se puede encontrar una gran variedad de

hongos transportados por los escarabajos, principalmente ascomicetos (Phylum Ascomycota), los

cuales debido a su capacidad para degradar la madera se asocian con la patogénesis y la muerte

gradual del árbol (Harrington, 19993; Six, 2003). Cuando las crías superan la etapa de pupa, a menudo

después de períodos de metamorfosis de hasta más de un año, abandonan el árbol infectado

produciendo hoyos de salida distintivos en la corteza del árbol moribundo y posteriormente migrando

para infectar un nuevo árbol (Twiddy, 2010).
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Figura 1. Ciclo de vida de Dendroctonus ponderosae. Al igual que otras especies del género D. ponderosae se caracteriza por colonizar árboles durante la etapa adulta (1) y
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construir sistemas de galerías en el floema de los árboles con el fin de criar sus larvas en ellas (2). Cuando las pupas concluyen la metamorfosis, los escarabajos adultos

abandonan las galerías para reiniciar el ciclo y dejan a su paso hoyos en la corteza que el árbol suele tapar con resina (3). Tomada de Twiddy, 2010.

Prácticamente todos los escarabajos descortezadores portan esporas de múltiples hongos en su cuerpo, durante algún momento de su ciclo de vida

(Six y Klezpig, 2004). Además, algunas especies de este género presentan una simbiosis obligada, definida por el desarrollo de una estructura glandular

llamada micangio, la cual secreta sustancias grasosas y cerosas que permiten la proliferación y el almacenamiento de hongos filamentosos simbiontes (Six y

Klezpig, 2004; Six, 2019). El micangio ha sido empleado como un caracter filogenético dentro de este género, ya que puede presentarse de diferentes

maneras: como un micangio de pozo localizado en los élitros o en el pronoto, como un par de sacos localizados cerca de las mandíbulas (micangio maxilar), o

bien como un callo transversal elevado en la región anterior de las hembras (micangio protorácico) (Fig 2) (Armendáriz-Toledano et al,, 2018; Six y Klezpig,

2004).

Figura 2. Vista dorsal del micangio de la hembra de D. adjunctus. El micangio se observa como una línea blanca en medio de la cabeza y el tórax debido al micelio que se almacena

dentro de la cavidad glandular. Tomada de Armendáriz-Toledano et al., 2018

10



Figura 3. Filogenia de diecisiete especies del género Dendroctonus a partir de datos de RADSeq. Las especies con micangio protorácico pertenecen al grupo filogenético V y

se encuentran resaltadas de color rojo, próximas al grupo IV resaltado de color amarillo e integrado por las dos especies con micangio maxilar.  Las especies en las que se han
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encontrado “micangios de pozo” se resaltaron con una línea negra. Además al costado de cada grupo se ha

indicado el género de Pinaceae que infectan. Se incluyeron a dos especies de los géneros Tomicus y Hylastes

como grupos externos . (Modificada de Godefroid et al., 2019)

Los grupos filogenéticos representados en el trabajo de Godefroid y colaboradores de 2019 ya

habían sido reconocidos a partir de algunos caracteres como el cariotipo, el número de cromosomas,

el sistema de determinación sexual, el comportamiento larval y el género de árbol de la familia

Pinaceae que infecta. Este último atributo divergió en el grupo 2 (D. simplex y D. pseudotsugae), el

cual coloniza a Larix y a Pseudotsuga, y en el grupo 3 (D. micans. D. murrayanae, D.rufipennis y D.

punctatus), que infecta al género Picea; mientras que el resto de los grupos infectan a Pinus (Six y

Klezpig, 2004; Zúñiga et al., 2002).

El desarrollo de los diferentes tipos de micangio no refleja homologías evolutivas entre las

especies del género ya que aparecieron en múltiples ocasiones en los linajes pertenecientes a la

filogenia del género (Victor y Zúñiga, 2016; Six, 2019). Además aunque el concepto de micangio se

ha empleado de manera general para referirse a cualquier estructura empleada para el transporte y

almacenamiento temporal de hongos simbiontes, como el micangio de pozo, se le denomina

micangios verdaderos a las estructuras saculares con una especialización morfológica estricta y

documentada para el transporte y almacenamiento de hongos simbióticos (Victor y Zúñiga, 2016). El

micangio de pozo ha sido descrito únicamente en algunas especies de los primeros tres grupos (D.

armandi, D. pseudotsugae y D. rufipennis),y aunque ha sido menos estudiado que los otros tipos de

micangio, se ha confirmado que su localización le permite atrapar y proteger las esporas

oportunamente, antes de la salida del escarabajo adulto de su árbol natal (Six y Klepzig, 2003; Six,

2019; Godefroid et al., 2019).

Los micangios verdaderos se encuentran en dos grupos resaltados en amarillo y rojo en la Fig.

3, el primero contiene a las dos especies con micangio maxilar presente en ambos sexos D.

ponderosae y D. jeffreyi, y el segundo contiene a aquellas especies cuyas hembras desarrollan un

micangio protorácico: D. frontalis, D. mexicanus, D. adjunctus, D. approximatus, D. brevicomis, D.

vitei y D. mesoamericanus. Estas últimas dos especies no fueron incluidas en la filogenia de la figura

3 (Six y Klepzig, 2004, Armendáriz-Toledano et al., 2018; Six, 2019; Godefroid et al., 2019).

El desarrollo de mayoría de las especies de Dendroctonus depende de un tejido vegetal

interno de menor complejidad estructural conocido como floema, sin embargo, la importancia de los

hongos simbiontes en la nutrición de las larvas y pupas aumenta en las especies que migran a la
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corteza externa durante su metamorfosis, agrupadas filogenéticamente en el grupo V y caracterizadas

por la presencia de un micangio protorácico. En este clado, los simbiontes han sido reconocidos como

co-constructores de nicho debido a su capacidad de transportar nutrientes desde el floema y de

degradar los compuestos vegetales de estructura compleja contenidos en la corteza externa como la

lignina, la celulosa y las hemicelulosas (Six, 2019, Six and Paine, 1996). En algunas especies con

micangio protorácico, que no presentan una independencia completa del floema, se cree que los

hongos micangiales fungen como una fuente de vitaminas, esteroles y otros nutrientes que,

potencialmente influyen en el desarrollo de la larva y la reducción de la competencia contra otros

insectos mediante la construcción de galerías más cortas (Six, 2012; Farrel et al., 2001).

Figura 4. Corte transversal de la corteza externa e interna del eje vascular.. El crecimiento secundario o

diametral con este tipo de arreglo tisular se encuentra en angiospermas dicotiledóneas y gimnospermas, como

los pinos colonizados por Dendroctonus. Modificada de Nabors, M., 2006.

Además de los taxa de hongos asociados frecuentemente a Dendroctonus, se ha propuesto que

las comunidades bacterianas presentes en las diferentes etapas del ciclo de vida de este género pueden

tener un papel crucial en la construcción de su nicho (Briones-Roblero, 2017; Herández - García,

2017; Adams, 2009). Otros simbiontes que han sido encontrados y que se han propuesto como

componentes adicionales de la interacción árbol - hongo - escarabajo incluyen ácaros y nemátodos,
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cuya relación ecológica como mutualistas, parásitos o comensales no ha sido estudiada en la mayor

parte del género (Klepzig, 2003; Kinn, 1981).

El estudio de los simbiontes asociados con Dendroctonus ha cobrado gran relevancia durante

las últimas décadas en zonas templadas de América del Norte (Lee et al., 2006; Roe et al., 2011;

Skelton et al., 2018), y solo hay pocos estudios centrados en áreas tropicales. Además, los bosques

templados han experimentado modificaciones importantes debido al cambio climático y la mala

gestión de los recursos, lo que ha resultado en infestaciones importantes de escarabajos, conduciendo

a la reducción de las poblaciones de pinos y a la afectación de la industria maderera (Loeffer y

Anderson, 2018; La Tribuna, 2019). Históricamente, en México se produjeron grandes eventos de

brotes de escarabajos en la parte oriental del Eje Neovolcánico Transversal, sumados a eventos

recientes en elevaciones más bajas y durante el verano (del-Val y Sáenz-Romero, 2017). En este

contexto, el estudio de las asociaciones con este escarabajo, es clave para desarrollar nuevas

estrategias para el manejo de las especies de escarabajos descortezadores a lo largo de Norteamérica.

Comunidades microbianas asociadas a Dendroctonus spp.

Bacterias

La visión clásica de simbiosis, definida por el botánico y micólogo Albert Bernhard Frank

como una relación íntima entre dos organismos de diferentes especies (Gontier, 2016), ha sido

complementada durante las últimas décadas por los conceptos emergentes del estudio de la

microbiota, entendida como la comunidad de microorganismos asociada específicamente a un

hospedero (Aschenbrenner et al., 2016).

El impacto de los rebrotes y la distribución geográfica del género Dendroctonus varía

dependiendo del huésped descortezador y el estado del ecosistema que habita. Esta diferencia en la

importancia ecológica y socio-económica, ha implicado que algunas especies están mejor estudiadas y

documentadas que otras, incluyendo los esfuerzos por conocer y caracterizar al conjunto de los genes

asociados a la comunidad de bacterias simbiontes (conocido como microbioma bacteriano o

bacterioma) compartido entre múltiples especies del género. El trabajo más destacado en este tema fue

publicado por Hernández-García (2017), en el cual se investigó el bacterioma intestinal de 13 especies

mexicanas (D. adjunctus. D. approximatus, D. brevicomis, D. frontalis, D. jeffreyi, D.
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mesoamericanus, D. mexicanus, D. parallelocollis, D. ponderosae, D. pseudotsugae, D. rhizophagus,

D. valens y D. vitei).

Los estudios más extensivos para la caracterización de la microbiota surgieron a partir de las

técnicas de secuenciación masiva en paralelo (SMP) durante las últimas décadas (White et al., 2016).

A partir de ellos se ha acordado el uso de Unidades Taxonómicas Operacionales (OTUs) para

determinar especies u otros niveles taxonómicos mediante un porcentaje de similitud determinado,

regularmente de ~97%, entre las secuencias de la microbiota y una base de datos de referencia

(Brietawaser et al., 2019).

Hernández-García reporta 5 phyla bacterianos presentes en todas las especies de

Dendroctonus, destacando Proteobacteria como el más abundante, seguido de Firmicutes,

Fusobacteria, Actinobacteria y Deinococcus-Thermus. El microbioma central estricto, presente en el

100% de las diferentes especies de Dendroctonus y sus réplicas, estuvo constituido por seis géneros

(Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas, Rahnella, Raoultella y Serratia), mientras que el microbioma

central relajado (60%) incluyó ocho taxones adicionales Acinetobacter, Providencia,

Stenotrophomonas, Erwinia, Kluyvera, Paenibacillus, Ralstonia y algunos miembros no clasificados

de la familia Enterobacteriaceae (Hernández-García et al., 2017). Las especies de Dendroctonus que

presentaron mayor abundancia de “especies bacterianas”, fueron D. brevicomis, D. jeffreyi y D. valens

con 99, 98 y 87.5 OTU’s observadas respectivamente, mientras que las especies con una menor

abundancia de OTU’s fueron D. approximatus y D. pseudotsugae con 30 y 25 OTU’s

respectivamente. Además en este estudio se realizaron comparaciones de la diversidad bacteriana

encontrada en las diferentes especies de Dendroctonus (diversidad β), encontrando diferencias

significativas entre la riqueza de especies esperada, la dominancia de géneros bacterianos y la

diversidad filogenética de las comunidades de bacterias (Hernández-García et al., 2017).

Los resultados publicados en un artículo de Hernández-García del 2018, han confirmado la

presencia de la mayor parte de los OTUs bacterianos identificados como componentes del

microbioma central de Dendroctonus en muestras de D. valens y D. mexicanus, las cuales se

conservan en su mayor parte en poblaciones independientes distribuidas a lo largo de los sistemas

montañosos de México. La investigación demostró que en estas especies, las comunidades bacterianas

de distintas poblaciones aisladas geográficamente varían únicamente por la presencia de ciertos taxa

bacterianos poco abundantes o “raros”. No fue posible identificar una correlación entre el nivel de

similitud de las comunidades bacterianas calculado a partir de su posición en árboles filogenéticos
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construidos con las OTUs encontradas (distancia filogenética o índice UniFrac), con la distancia

geográfica que las separaba (Hernández-García et al., 2018).

Otro de los enfoques disponibles para la caracterización de las comunidades microbianas

asociadas a insectos, consiste en comparar el bacterioma de una región externa o superficial como la

cutícula (denominado ectomicrobioma) con el de una región aislable, como una estructura de

almacenamiento de simbiontes, o bien con el bacterioma de la región interna, comúnmente limitada

por el sistema digestivo debido a la gran diversidad microbiana que este alberga y a la relevancia

fisiológica que suelen tener estas comunidades en el hospedero. A través del estudio de las

comunidades bacterianas de D. simplex, se encontraron diferencias importantes entre los ambientes

incluidos: partiendo de 210 OTUs (95 % de similitud) registrados como componentes de la

endomicrobiota, 15 integrantes de las comunidades asociadas a la cutícula y 73 a partir de las galerías

que construyen estos escarabajos en la corteza de diferentes especies de pino (Durand et al., 2015). La

mayor parte de los OTUs encontrados pertenecen a los phyla Proteobacteria, Acidobacteria,

Bacteroidetes y Firmicutes. Dentro de la ectomicrobiota, el género dominante fue Pseudomonas,

seguido de Yersinia y Serratia por la abundancia de sus secuencias y en menor grado algunos grupos

de bacterias no clasificados de la familia Enterobacteriaceae. Por su parte, bacterias no clasificadas de

la clase Gammaproteobacteria fueron las más abundantes en la endomicrobiota, seguidas de OTUs

clasificadas como parte de la familia Enterobacteriaceae. A partir del estudio de las galerías, se

destacaron los géneros Pseudoxanthomonas y a miembros de la familia Enterobacteriaceae por su

abundancia predominante, seguidos de otros ejemplos como Pseudomonas, Serratia, Acidobacteria

Gp1 y Lactobacillus (Durand et al., 2015)

Asimismo, se ha ampliado el estudio de la microbiota en insectos a lo largo de las diferentes

etapas de su ciclo de vida. En el caso del género Dendroctonus, con la especie D. rhizophagus en el

artículo de Briones-Romero y colaboradores del 2017. En él se consideraron cinco etapas de

desarrollo (larva, pupa, teneral o adulto recién terminada la metamorfosis, adultos pre-emergidos y

adultos emergidos), entre las cuales se identificaron cuatro phyla bacterianos principales:

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes. Se encontraron miembros de los géneros

Rahnella, Serratia, Pseudomonas y Propionibacterium en todas las etapas de la vida, y los primeros

tres géneros, particularmente Rahnella, fueron predominantes, lo que sugiere que tiene un papel

fundamental dentro del microbioma central intestinal (Briones-Romero et al., 2017). Además, este

estudio confirmó que la diversidad bacteriana encontrada varía entre las diferentes etapas del ciclo de

vida del escarabajo, tal como ya se había estudiado en la especie china D. armandi por medio de

métodos dependientes de cultivo (Hu et al., 2013).
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Otro enfoque de gran potencial derivado del estudio extensivo de la microbiota, consiste en la

predicción de funciones o rutas metabólicas asociadas a los taxa identificados con base en los genes

de las comunidades microbianas, y su contraste con la información disponible en bases de datos

(White et al., 2016; Mineeva et al., 2020). Uno de los ejemplos más destacables de este tipo de

análisis, lo encontramos en el trabajo de Adams y colaboradores del 2013, en el cual se identificaron

funciones de la microbiota asociadas con el metabolismo de terpenos en D. ponderosae. Esto cobra

importancia debido a que en respuesta a los ataques de los escarabajos, las coníferas secretan y liberan

terpenos, que son tóxicos para los insectos que se alimentan del floema (Philips et al., 1999). También

se ha sugerido que algunas especies de Pseudomonas aisladas de D. ponderosae y D. valens mediante

cultivos, facilitan la colonización de los árboles hospederos gracias a su capacidad de metabolizar las

moléculas terpenoides (Adams et al., 2011; Adams et al., 2013).

Los microorganismos también pueden estar involucrados en procesos de inmunidad en

algunas especies de escarabajos (Hurst et al., 2009). Se ha visto que algunas bacterias simbióticas

pueden proteger a los insectos contra los hongos entomopatógenos que actúan como agentes de

control biológico naturales o implementados por el humano (Scott et al., 2008; Scarborough et al.,

2005). Por ejemplo, especies de Streptomyces aisladas de D. frontalis producen micangimicina, una

molécula antifúngica que inhibe el crecimiento de hongos antagonistas (Scott et al., 2008).

Se ha reportado que las bacterias simbióticas complementan la dieta de insectos floéfagos con

aminoácidos, vitaminas y nitrógeno (Douglas et al., 2009; Gibson et al., 2003). Entre los grupos

relevantes que componen la microbiota de Dendroctonus y que han sido estudiadas por medio de

métodos dependientes al cultivo, cabe mencionar a Enterobacter agglomerans y Enterobacter spp.

Estas especies fijadoras de nitrógeno están asociadas con larvas y adultos de la especie D. valens y D.

rhizophagus (Morales-Jimenez et al., 2013). También se han aislado géneros del phylum

Proteobacterias (Pseudomonas, Acinetobacter y Rahnella) y de Actinobacteria (Arthrobacter),

provenientes del sistema digestivo de D. rhizophagus, las cuales son capaces de descomponer

celulosa, xilanos, pectina, almidón, lípidos y ésteres (Morales-Jimenez et al., 2012; Briones Roblero

et al., 2016).

Fungi: Hongos miceliales y Levaduras

A lo largo de la subfamilia Scolytinae se encuentran clados con diferente grado de

asociación simbiótica hacia los hongos. Aunque las simbiosis estricta se reconozca tanto en

los escarabajos ambrosiales de esta subfamilia, caracterizados por su hábito xylomicetófago,
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se ha encontrado que la gran mayoría de los escarabajos descortezadores de esta subfamilia

no presentan una simbiosis estricta, al haberse reportado descendencia que puede sobrevivir

sin los hongos que inocula la madre en condiciones de laboratorio (Six et al., 1998). Algunos

otros integrantes de la subfamilia Scolytinae con diferentes hábitos alimenticios

(espermófagos o dependientes de la médula arbórea) también pueden presentar simbiosis

fúngica, sin embargo se sabe menos sobre  géneros (Six,, 2012).

En el caso del género Dendroctonus, la diversidad y el papel que desempeñan los hongos

simbiontes no se comprende completamente en todas sus especies, no obstante, las especies de hongos

ascomicetos del orden Ophiostomatales se han caracterizado como el componente principal de estas

comunidades de hongos simbiontes, particularmente los géneros de teleomorfos Ophiostoma,

Ceratocystiopsis y Grosmannia. También se ha registrado de manera recurrente la presencia de otro

hongo ascomiceto del género Ceratocystis (orden Microascales), tanto en las galerías de los

escarabajos del género Dendroctonus, como en algunas comunidades micangiales (Six, 2012).

Además, algunas de las especies pertenecientes a los clados con micangio protorácico o maxilar

parecen estar constantemente asociadas con basidiomycetes, particularmente con los géneros

Entomocorticium y en menor medida con Phlebiopsis (Six, 2012; Hisau y Harrington, 2003). Dichos

simbiontes están asociados con beneficios a nivel ecosistémico, ya que promueven la descomposición

de la corteza de los árboles que infectan y contribuyen a la nutrición de larvas, incluso de especies que

no se relacionan directamente con el hongo  (Six, 2012; Hisau y Harrington, 2003; Castello, 1976).

Entre los integrantes del género Dendroctonus se ha observado que la simbiosis con hongos,

tiene un papel importante en su desarrollo y supervivencia, aunque este efecto puede variar

dependiendo de la especie de hongo presente. Por ejemplo, para D. ponderosae, el ascomiceto

Grosmannia clavigera permite el desarrollo más rápido de la cría y una mayor producción de huevos

que Ophiostoma montium (Six y Paine, 1998). En el caso de D. frontalis, el basidiomiceto

Entomocorticium sp. influye en una mayor supervivencia del huésped, un tamaño corporal más grande

y una mayor acumulación de lípidos en los tejidos del escarabajo (Bridges, 1983; Coppedge et al.,

1995; Six ). Incluso se ha observado que la presencia de tinciones características de Ophiostoma

minus en el tejido arbóreo, puede tener un efecto antagónico en la construcción de las cámaras de D.

frontalis, el cual tiende a girar para evitar alimentarse en estas áreas (Nevill y Safranyik, 1996; Six,

2012).

Tal como las bacterias y los hongos micangiales (de crecimiento miceliar o filamentoso), se

han encontrado levaduras (hongos unicelulares) simbiontes que tienen un papel importante en la
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nutrición de insectos, usualmente debido a sus productos metabólicos y su influencia en procesos

digestivos, de desintoxicación y producción de feromonas (Douglas, 2009). De igual manera, se han

aislado géneros de levaduras pertenecientes a Ascomycota (Candida, Cyberlindnera y Zygoascus) y a

Basidiomycota (Rhodotorula) a partir del sistema digestivo de D. rhizophagus, las cuales son capaces

de degradar compuestos vegetales complejos como la celulosa, el almidón y los lípidos (Briones

Roblero et al., 2016).

Frecuentemente se ha reportado la presencia de levaduras a partir de muestras de las galerías

de Dendroctonus y de otros géneros de escarabajos descortezadores (Hofstetter et al., 2015). En

particular, se han aislado levaduras de las galerías y de todas las etapas del ciclo de vida de ejemplares

de ambos sexos de D. pseodutsugae y de D. micans (Lewinsohn et al., 1994; Bridges et al; 1984).

Además, diferentes especies han sido identificadas como integrantes de la comunidad de hongos

micangiales de D. brevicomis (Davis y Hofstatter, 2011) y de D. ponderosae, especie en la cual

también se aislaron levaduras a partir del exoesqueleto de los escarabajos (Six, 2003). La mayoría de

las levaduras que se han logrado identificar en el género pertenecen a la familia Saccharomycetaceae

(Div. Ascomycota), destacando a géneros como Ogastea (=Pichia), Hansenula, Kuraishia y Candida.

Al comparar las levaduras encontradas en diez especies del género se encontró que algunas levaduras

parecen estar asociadas preferentemente con escarabajos descortezadores que se alimentan de

diferentes géneros de coníferas y, por lo tanto, se ha propuesto que las defensas del árbol hospedero

pueden limitar la diversidad de la comunidad de levaduras en Dendroctonus. (Rivera et al., 2019)

Algunas funciones que se han relacionado con las levaduras simbiontes de Dendroctonus

incluyen a la atracción o repulsión de escarabajos de otras especies, depredadores y parásitos a partir

de las emisiones gaseosas generadas por de cultivos de levaduras o bien, el metabolismo de feromonas

de agregación producidas por D. ponderosae (cis y trans-verbenol) en verbenona, la cuál tiene un

efecto contrario al inhibir la agregación de escarabajos de esta especie (Hunt y Borden et al., 1990;

Boone et al., 2008). Además, algunas levaduras de los géneros simbiontes aislados son capaces de

sobrevivir y metabolizar compuestos terpenoides inhibidores del crecimiento de hongos micangiales,

por lo que la presencia de estas levaduras puede ser importante para la sobrevivencia de la microbiota

en conjunto y para potenciar la tolerancia del escarabajo a las fitotoxinas (Davis, 2011).

Adicionalmente se ha encontrado que la interacción de las levaduras simbiontes con otros hongos,

frecuentemente asociados a este nicho, puede tener diferentes efectos como el aumento de la tasa de

crecimiento del basidiomiceto Entomocorticium sp. ante las emisiones volátiles de las levaduras o la

inhibición del crecimiento del hongo entomopatógeno Beauveria bassiana (Davis y Hofstetter, 2011).
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Nemátodos

El phylum Nematoda se caracteriza por su cuerpo vermiforme largo, delgado y por ser uno de

los más diversos y numerosos entre los metazoarios. Suelen ser microscópicos, pero pueden alcanzar

tamaños de hasta 8m. En general, es un grupo que se encuentra sub descrito y sub estudiado, a

excepción de la especie modelo Caenorhabditis elegans, de gran importancia en campos como la

neurobiología y la biología del desarrollo (Brusca et al., 2016). Se estima que existen entre 40,000 y

500,000 especies de nematodos asociadas a insectos, muchas de las cuales han sido frecuentemente

asociadas con los escarabajos descortezadores (Giblin-Davis et al., 2013).

Se han reportado interacciones de tipo comensal, mutualista, parásito o parasitoide en

nemátodos simbiontes de escarabajos descortezadores. Aunque muchas de estas no han sido

estudiadas a profundidad, es posible que formen parte de una simbiosis multipartita en la que las

relaciones positivas o negativas están sujetas a cambios dependientes del sistema y de sus condiciones

ecológicas (Hofstatter, 2015; Relman, 2008). Algunos nemátodos parásitos pueden matar a su

hospedero, por lo que han sido sugeridos como potenciales recursos para el control de las poblaciones

de diferentes especies de escarabajos descortezadores (Hofstatter, 2015).

Las especies de Dendroctonus en las que se ha estudiado a la diversidad de nematodos

simbiontes incluyen a D. adjunctus, destacada por su capacidad de albergar más de 25 especies de

nemátodos (Massey,1966) y D. pseudotsugae, en donde se reportó una reducción de la fecundidad de

sus hembras al ser infectadas por el nematodo parasitoide Contorylenchus reversus (Thong y Webser,

1975). También se ha encontrado al nemátodo endocomensal Rhabditis obtusa dentro de los intestinos

de D. rufipennis, D. ponderosae y D: adjunctus (Massey, 1956; Massey, 1966).

En el caso de D. rufipennis, se ha identificado el papel de las especies de nemátodos

simbiontes como parte de un ecosistema microbiano más grande, en el cual se ha sugerido que los

nemátodos se alimentan de los hongos simbiontes y mantienen una interacción comensal con el

escarabajo (Cardoza et al., 2008). Además se ha descrito una relación de exclusión entre poblaciones

de nemátodos simbiontes de este escarabajo debido a que la presencia de Contortylenchus reversus

previene infecciones por el parásito Sphaerulariopsis dendroctoni (Thong y Webster, 1983).

Métodos de estudio de la microbiota

Debido a que un gran porcentaje de las especies que conforman la microbiota no son aislables

en un medio de cultivo, estas interacciones han sido estudiadas por medio del conjunto de genes

recuperados de muestras de la comunidad, conocidos como microbioma. Esto ha sido posible gracias
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al desarrollo de aproximaciones tecnológicas con las que se han evaluado las abundancias relativas y

los niveles de actividad génica de los microbiomas, ya sea a partir de la extracción y secuenciación

inespecífica de todo el material genómico, o de la secuenciación dependiente de primers asociados a

regiones “barcode” específicas para determinados grupos taxonómicos, por ejemplo ITS 1 y 2 en

hongos o CO1 en animales (Tanabe y Toju, 2013; Aschenbrenner et al., 2016).

La investigación por medio de técnicas de secuenciación masiva en paralelo, ha permitido que

la cantidad de información disponible sobre comunidades microbianas como parte integral del

ecosistema o de sus hospederos multicelulares, haya aumentado de manera acelerada durante la última

década (White et al., 2016). No obstante, el empleo de estas técnicas depende de un proceso de

limpieza, ensamble y análisis computacional de datos que no ha sido estandarizado dentro de la

metagenómica. Esta rama de las disciplinas “ómicas”, está comprendida por aquellas técnicas que

recuperan toda la información genómica disponible de múltiples taxa a partir de una muestra de DNA

ambiental o bien, proveniente de una comunidad huésped, por medio de técnicas de SMP. Por

ejemplo, la obtención del microbioma intestinal o las posibles inferencias sobre la dieta del hospedero

a partir de heces (Elisen, 2007). Al igual que en muchas otras disciplinas, la diversidad de ensayos,

métodos de análisis y datos públicos disponibles ha generado una gran variedad de herramientas útiles

para diferentes etapas del análisis y para los fines de cada proyecto, por ejemplo, la limpieza y el

ensamble de los datos, asignación taxonómica, la predicción de rutas metabólicas y el modelado de

interacciones microbianas dentro de la comunidad (Segata et al., 2014; Mineeva et al., 2020).

Los métodos de asignación taxonómica han continuado desarrollándose a la par que los

métodos para la obtención de la información genética asociada a la microbiota. El flujo de trabajo

bioinformático generalmente incluye pasos de filtrado por calidad, de corrección de errores o de

“ruido” de secuenciación y de eliminación de reads o lecturas quiméricas. Al igual que con otros

métodos de estudio de la microbiota mediante SMP, al analizar amplicones “barcode”, se agrupan a

las lecturas filtradas basándose en la similitud de las secuencias para finalmente realizar la

clasificación de estas OTUs (Brietawaser et al., 2019). Una ventaja de esta aproximación es que

algunas bases de datos de genes “barcode” como los genes 16S y 18S rRNA contienen genes de

millones de especies. Sin embargo, las bases de datos genómicas sólo contienen algunos cientos de

miles de especies y a menudo manejan un sistema de clasificación menos funcional para este tipo de

trabajos (DeSantis et al., 2006;  Cole et al., 2005; Carlton et al., 2002).

Un enfoque alternativo para la asignación taxonómica, se basa en la clasificación de lecturas

de amplicones antes de agruparlos en OTUs por medio de métodos de asignación de información

metagenómica. Múltiples estrategias han sido desarrolladas para realizar esto dependiendo de los
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objetivos del trabajo, entre las cuales incluye el alineamiento directo de lecturas, el mapeo de k-mers,

el ensamble de las lecturas en metagenomas o secuencias contiguas de mayor tamaño (contigs), la

asignación por medio de genomas microbianos completos, el alineamiento de genes marcadores o la

traducción de DNA y el subsecuente alineamiento de secuencias proteicas (Brietawaser et al., 2019).

Si bien, anteriormente la mejor estrategia para la asignación taxonómica era utilizar la

herramienta BLAST, Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et. al, 1990) para comparar cada

lectura con todas las secuencias disponibles en bases de datos exhaustivas, a medida que las bases de

datos de referencia y el tamaño de los datos de secuenciación han crecido, la asignación taxonómica

mediante BLAST se ha vuelto computacionalmente inviable, lo que ha llevado al desarrollo de

múltiples clasificadores metagenómicos mucho más rápidos, aunque con menor sensibilidad que

BLAST (Brietawaser et al., 2019).

La precisión y confiabilidad de los métodos de asignación taxonómica dependen de la base de

datos de información genómica o metagenómica empleada como referencia, así como de la taxonomía

manejada por ésta. Las bases de datos del Centro Nacional para la Información Biotecnológica de

EEUU (NCBI), en conjunto con el Laboratorio Europeo de Biología Molecular (EMBL) y el Banco

de Datos de DNA de Japón (DDBJ), que en conjunto forman la Colaboración Internacional de Bases

de Datos de Secuenciación de Nucleótidos (INSDC), comparten el sistema de nomenclatura estándar

y de árbol taxonómico jerárquico (Cochrane et al., 2016). Por su parte, las bases de datos más

modernas, a menudo creadas para ser empleadas por clasificadores metagenómicos, como Greengenes

(DeSantis et al., 2006), RDP (Cole et al., 2005) y SILVA (Quast et al., 2012), manejan su propia

taxonomía para evitar problemas derivados del sistema jerárquico Este sistema fue diseñado para el

estudio de organismos multicelulares como plantas y animales (Balvočiūtė, et al., 2017), por lo que se

ha enfrentado a diferentes desafíos al aplicarlo en el estudio de otros grupos, como la presencia de

diferentes niveles de similitud entre secuencias en un mismo nivel taxonómico en bacterias o arqueas

(Rosselló-Mora y Amann, 2015), la homonimia que presentan las especies fúngicas con formas

teleomórficas (sexuadas) y anamórficas (asexuadas) asociadas a diferentes códigos de identificación

taxonómica (taxID) (Taylor, 2011), o el rezago de la asignación taxonómica de la diversidad

microbiana no cultivable bajo nombres Candidatus (Konstantinidis y Rosselló-Mora., 2015).

La creciente capacidad de obtener información sobre las comunidades microbianas, ha

permitido reevaluar las estimaciones sobre la diversidad. Desde el siglo XIX, en el que se consideraba

a los hongos como parte del reino vegetal, se estimaba que este sería el grupo más diverso de aquella

clasificación (Hawksworth y Lücking, 2017). Actualmente se han descrito al menos 120,000 especies
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de hongos. Sin embargo, las predicciones sobre la microdiversidad global que consideran las bases de

datos metagenómicas y emplean los métodos de ajuste de escalas, han estimado entre 100 mil

millones (1011) y 1 billón (1012) de especies microbianas distribuidas globalmente, de las cuales se

cree que al menos 1% pertenece al reino Fungi (Locey y Lennon, 2016). Los rangos más

recientemente aceptados para este reino, rondan entre 2.2 y 3.8 millones de especies (Hawksworth et

al., 2017; Cuadros-Orellana et al., 2013). La identificación y el estudio de esta microdiversidad cobra

especial importancia en el caso de los simbiontes de artrópodos, ya que las rutas metabólicas

microbianas están asociadas con la alta proporción C:N de la dieta de los artrópodos y contribuyen

significativamente en la fijación de nitrógeno en ecosistemas terrestres, o bien, han influido de manera

importante en la diversificación de algunos grupos de artrópodos (Nardi et al., 2002).

El reciente desarrollo de los estudios sobre las comunidades microbianas asociadas a insectos

por medio de técnicas de SMP, puede ser ejemplificado en el género Dendroctonus, en el que ya se

han realizado múltiples estudios sobre la microbiota bacteriana intestinal por medio del gen ribosomal

16S (Hernandez-García et al., 2017; Briones-Robiero et al., 2017; Hu et al., 2015), e incluso

comparaciones de la microbiota bacteriana interna con la comunidad asociada a la cutícula (Durand,

2015). El presente estudio aspira a complementar el acervo de conocimiento sobre esta interacción,

por medio del estudio de la diversidad microbiológica asociada a múltiples especies del género

Dendroctonus.

Métodos de secuenciación de representación reducida del genoma

El estudio del microbioma a menudo requiere del diseño de primers y de capacidad

económica, por lo que el desarrollo de métodos alternativos como el uso de información previamente

generada con técnicas de secuenciación de representación reducida del genoma (SRRG), representa

un área de oportunidad para plantear nuevas preguntas de investigación (Holmes y Rabosky, 2018;

Orantes et al., 2018).

Las técnicas de SMP permiten recuperar información representativa del genoma a través de

distintos protocolos de laboratorio como la genotipificación por secuenciación (GBS), la

secuenciación asociada a sitios de restricción (RADseq) y sus variantes (ddRAD, 3RAD). Estas

técnicas están fundamentadas en la fragmentación del genoma por medio de una o más enzimas de

restricción, para generar secuencias de menor tamaño compartidas entre las diferentes muestras. La
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variación encontrada en los loci ensamblados, permite realizar inferencias filogenéticas o sobre la

estructura genética de la población (Andrews, 2016, Schweyen et al., 2014).

Se ha propuesto que modificando el procesamiento bioinformático de los datos generados a

partir de técnicas de SRRG, es posible recuperar información del microbioma asociado a los

organismos, debido a que estas técnicas generan lecturas de manera aleatoria (Andrews, 2016).

Además de las ventajas asociadas al bajo costo y a la versatilidad de estas técnicas, se cree que pueden

ser empleadas como métodos exploratorios y posibles herramientas para identificar linajes de la

microbiota por medio de enfoques independientes de primers o de metabarcoding (Holmes y

Rabosky, 2018).

Anteriormente se ha evaluado la capacidad de recuperar información genómica de

comunidades bacterianas ya caracterizadas en poblaciones de vertebrados a partir de datos de shotgun

no mapeados o de datos de RADSeq (Holmes y Rabosky, 2018; Hooper, 2018), sin embargo no se han

realizado sondeos de la microbiota que incluyan múltiples especies de un género hospedero en

particular. El desarrollo de este método en niveles taxonómicos supraespecíficos, representa un paso

importante para resolver preguntas de importancia evolutiva, así como para explorar a la microbiota

en especies menos estudiadas de géneros propuestos como modelos de estudio de la simbiosis, como

Dendroctonus.

En el presente trabajo se utilizaron los datos de RADseq generados por Godefroid y

colaboradores (2019) para caracterizar la diversidad microbiológica dentro del género de escarabajos

descortezadores, Dendroctonus. Para esto se generaron ensambles usando múltiples métodos

disponibles en el pipeline ipyrad v.07.28 (Eaton, 2014), y se evaluó la cantidad de información del

microbioma recuperada al variar el parámetro de umbral de agrupamiento o Clustering Threshold

(CT) y min depth majority rule, que corresponde a la profundidad mínima que debe de tener una base

para ser llamada al ensamble. La determinación taxonómica de las secuencias se realizó por medio de

un análisis de BLAST, lo cual permitió procesar la información en R para realizar inferencias sobre la

relación entre los microorganismos encontrados y las especies de escarabajo hospederas.

JUSTIFICACIÓN

El análisis bioinformático de los datos de RADseq previamente publicados, permitirá evaluar

la capacidad de estudiar a las comunidades microbianas asociadas a un hospedero mediante técnicas

de representación reducida del genoma. La comparación de los resultados de este trabajo con respecto

a la diversidad de especies encontrada en otros estudios del microbioma de escarabajos

24



descortezadores, realizados por medio de enfoques tradicionales, permitirá emplear este trabajo como

referencia para futuras investigaciones sobre métodos de estudio de la diversidad microbiana en

escarabajos descortezadores.

Además, el estudio extendido de la microbiota asociada a un género altamente representado

en México, como Dendroctonus, permite aumentar el conocimiento de la diversidad microbiológica a

menudo subestimada como un componente del capital biológico nacional, ya que 13 de las 21

especies del género de escarabajos se han encontrado en el territorio nacional y una de ellas, D.

rhizophagus, es endémica de la Sierra Madre Occidental (Armendáriz-Toledano et al.,, 2018). La

determinación de los taxa que mantienen una potencial simbiosis con este género de escarabajos, es

un parteaguas para enfocar estudios en especies cuya microbiota tiene un impacto socioambiental

prioritario.

OBJETIVOS

Caracterizar la diversidad de microorganismos asociados a especies del género Dendroctonus

mediante el análisis de secuencias de RADseq previamente publicadas.

Objetivos particulares

Evaluar la capacidad de recuperar información metagenómica de la microbiota de insectos del género

Dendroctonus a partir de secuencias obtenidas mediante la técnica de RADseq.

Emitir recomendaciones para optimizar la obtención de información genómica de la microbiota de

insectos a partir de secuencias previamente publicadas.

Comparar la diversidad microbiana encontrada en las diferentes especies del género Dendroctonus

con estudios previos sobre la diversidad de determinados grupos de importancia biológica asociados a

estos escarabajos.

Identificar patrones de asociación de determinados taxa microbianos entre las diferentes especies de

Dendroctonus para proponer posibles relaciones cofilogenéticas o ecológicas.
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MÉTODO

Obtención de datos previamente publicados

Los datos de secuenciación de RADseq del género Dendroctonus provienen de la publicación

de Godefroid et al de 2019, en la cual se realizó una reconstrucción filogenética incluyendo la mayor

parte de las especies descritas en este género, exceptuando a D. mesoamericanus, D. vitei y D.

parallelocollis.

La extracción de ADN se realizó mediante una incisión entre el tórax y el abdomen de los

especímenes para posteriormente realizar la digestión enzimática de los escarabajos completos. La

secuenciación se llevó a cabo empleando la técnica de RADseq con una sola enzima, PstI. Se

prepararon librerías genómicas siguiendo el método de Baird et al. (2008) y de Etter et al. (2011)

para llevar a cabo la secuenciación de ambos extremos en MGX-Montpellier GenomiX para 2 * 125nt

en una plataforma de Illumina HiSeq 2500. El procesamiento de los datos se realizó con el pipeline

“RADIS-Stacks” (Cruaud, 2016), con el que se ensamblaron 23,570 tags de RAD, permitiendo 12

mismatches entre las secuencias para formar un locus individual y que cada locus estuviera

compartido en al menos 35% de las muestras, para considerarlo en la matriz final empleada en el

artículo (Godefroid et al., 2019). Los datos crudos de este proyecto se compartieron sin barcodes bajo

el código de acceso en la base de datos del NCBI: PRJNA530572.

Para evaluar la capacidad de recuperar información genética de comunidades de

microorganismos asociados a los escarabajos, empleamos el pipeline ipyrad v.0.7.28 (Eaton, 2014),

cuya función es análoga a la del programa empleado en el artículo original para procesar las

secuencias crudas e identificar aquellas que son homólogas entre las muestras. El uso más extendido

de ipyrad consiste en ensamblar un conjunto de datos de RADSeq bajo una serie de parámetros

definidos. Los parámetros más destacados para este proyecto fueron el porcentaje de similitud para

realizar el agrupamiento entre secuencias o CT, el número mínimo de muestras en las que se debe

compartir un locus para incluirlo en la matriz final o min_sample_locus y el valor de profundidad que

debe tener una base par de ser recuperada por la regla de la mayoría o mindepth_majrule.

El flujo de trabajo de este software ha sido divido por sus creadores en siete pasos: en el paso

1 el programa carga y asigna los datos a cada muestra, en el paso 2 realiza un filtrado por calidad

basado en los valores de Probabilidad de factor de error de base (Phred, por sus siglas en inglés) de los

archivos “fastq”, en el paso 3 cuantifica el número de lecturas únicas y las agrupa por similitud

dentro de cada muestra. El paso 4 calcula el porcentaje de heterocigosidad y de error con los cuales en

el paso 5, el programa determina las secuencias de los alelos consenso, llama a las bases con

profundidad suficiente y filtra los loci con base en número máximo de sitios indeterminados (N’s). En
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el paso 6 el programa identifica y agrupa loci ortólogos entre las diferentes muestras). Finalmente en

el paso 7, el programa permite aplicar diferentes filtros a los loci ortólogos con base en una serie de

parámetros definidos por el usuario y genera archivos de salida en diversos formatos para su

aprovechamiento en análisis posteriores (Eaton y Overcast, 2020).

El software ipyrad ofrece tres aproximaciones diferentes para el ensamble de loci: ensamble

de novo, con referencia y de novo menos referencia. El ensamble de novo mapea los fragmentos

aleatorios del genoma generando clusters mediante el uso de un algoritmo de agrupación global de

alineamiento, recurriendo al programa VSEARCH (Rognes, 2016), el cual permite la incorporación

de cierto grado de inserciones y deleciones al identificar homologías. En cambio, el ensamble con

referencia requiere de una secuencia proporcionada por el usuario para mapear los fragmentos por

medio de los programas bwa y bedtools (Li y Durbin, 2009; Quinlan y Hall, 2010), este algoritmo

identifica homologías y descarta todo lo que no se parece a la referencia. Por último, el ensamble de

novo menos referencia elimina aquellas lecturas que coinciden con una secuencia de referencia y

ensambla de novo aquellas restantes.  (Eaton y Overcast, 2020).

Ensamble de datos

El primer enfoque empleado para explorar los datos y evaluar los recursos de cómputo

necesarios para recuperar loci microbianos, consistió en realizar dos ensambles de novo con el set

completo de datos de RADSeq: uno con un valor de clustering_threshold (CT) de 0.97 (denominado

Denovo_97) y otro con un valor de 0.95 (denominado Denovo_95).

Este parámetro corresponde al porcentaje de similitud al que dos lecturas se consideran

homólogas. A pesar de la variabilidad asociada a los datos de RADSeq, se ha demostrado por medio

de métodos empíricos que el impacto de este parámetro tiende a aumentar al adoptar valores altos, de

más de 0.96, fijando a esta cifra como un umbral alrededor del cual suele ser óptimo iniciar a evaluar

su efecto en la cantidad de datos recuperados (McCartney-Melstad et al., 2019). Cuando se emplea un

valor de CT muy bajo, la probabilidad de agrupar loci parálogos en una misma muestra o entre

muestras diferentes aumenta, o bien, si se elige un valor muy alto, el algoritmo puede excluir a

aquellos loci homólogos que presentan alta variabilidad genética entre sí. Además, para cumplir con

los objetivos de este estudio se priorizaron las pruebas con valores altos de homología entre loci,

considerando la influencia del azar en esta técnica de secuenciación y de la baja concentración de

DNA microbiano.
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Posteriormente, se evaluó el desempeño de los ensambles de novo - referencia en el set de

datos completo, utilizando a la única secuencia del genoma completo del género, de D. ponderosae,

como referencia (NCBI BioProject: PRJNA162621, Keeling et al., 2013) con el fin de filtrar la

información genómica de los escarabajos y recuperar únicamente los loci microbianos. Se realizaron

pruebas etiquetadas como DRef_ con un valor de CT de 0.97 y de 0.95. Al seleccionar a la secuencia

del genoma completo (draft) se optó por realizar los ensambles con el genoma de las hembras de D.

ponderosae, debido a la afinidad que tienen algunos simbiontes con las hembras de otras especies de

Dendroctonus.

Después se buscó optimizar el desempeño de esta aproximación ensamblando únicamente

los reads de las muestras correspondientes a la especie de la cual se recuperó la secuencia de

referencia, D. ponderosae (codificadas como SRR8838372, SRR8838376, SRR8838378, y

SRR8838386 dentro los archivos SRA del bioproyecto). Se esperaba que al limitar el ensamble a las

muestras de D. ponderosae usando una secuencia de referencia de la misma especie, se filtraría una

mayor cantidad de loci del hospedero y por ende se recuperarían taxa microbianos de manera más

eficiente. Esto se evaluó mediante dos pruebas etiquetadas como DPond_ con valores de CT de 0.97 y

de 0.95.

Adicionalmente, se realizó el procedimiento de determinación taxonómica de la secuencia del

genoma completo de D. ponderosae que sirvió como referencia en los ensambles de novo - ref. Este

proceso se llevó a cabo filtrando los taxa de la base de datos del NCBI que emplea BLAST como

referencia en Miztli, para limitar la búsqueda a la información genómica del Reino Fungi que podía

presentarse en la secuencia del genoma de referencia a priori. Esta posibilidad cobró importancia

entre las consideraciones del proyecto debido al método de ensamble del programa ipyrad de novo -

referencia, el cual, de realizarse con una secuencia genómica de referencia contaminada por

información del microbioma, puede causar la pérdida de una porción de la diversidad microbiana

resultando contraproducente para los objetivos de este trabajo. Esta búsqueda puede replicarse para

limitar la base de datos a secuencias bacterianas o de otros taxa determinados, con el fin de evaluar la

posible influencia de contaminación microbiana o bien, la presencia de información genómica de un

simbionte reportado en un genoma de referencia.

La siguiente aproximación para explorar los diferentes métodos de recuperación de loci

microbianos, consistió en realizar dos ensambles + referencia utilizando como referencia al genoma

completo de uno de los hongos simbiontes característicos de algunas especies de Dendroctonus,

Grosmannia clavigera (NCBI BioProject: PRJNA264104, DiGustini et al., 2011). Se propuso este

método por el potencial que tiene de ensamblar una mayor cantidad de loci fúngicos, debido a la
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simbiosis micangial de este género de hongos. Estas pruebas fueron etiquetadas como GRef_ y se

realizaron con los dos valores de CT base de este proyecto: 0.97 y 0.95.

Al observar la baja cantidad de loci microbianos recuperados por estos primeros ensambles

+referencia, se revisaron los archivos de estadísticas (.stats) de resumen que arroja ipyrad (.stats), en

los cuales se desglosa la cantidad de loci filtrados a lo largo de un ensamble. Al encontrar una gran

cantidad de loci excluidos del ensamble debido a su baja profundidad de secuenciación, (Anexo 1), se

llevó a cabo un nuevo ensamble con un valor de CT de 0.97 y con el parámetro mindepth_majrule

disminuido de 6 a 4 para evaluar con ello el potencial de recuperar más loci microbianos a partir de

lecturas con menor profundidad. Dicha propiedad es definida como la media del número de veces que

cada base de un genoma, o metagenoma, tiene una lectura que se alinea en esa posición. Tras no hallar

los resultados esperados, se disminuyó el valor de este parámetro al mínimo recomendado, 2. Estos

últimos dos ensambles fueron nombrados GRef_97_m4 y GRef_97_m2.

Los métodos de consenso por majority rule son empleados para asegurar que todas las bases

recuperadas de los reads crudos tengan una profundidad mayor que un porcentaje estadístico

determinado, el cual está fijado en 6 en el parámetro mindepth_statistical por default. El método de

“majority rule calling” fue desarrollado para optimizar estudios filogenéticos (Jermiin et al., 1997),

sin embargo ha demostrado tener una gran utilidad en el ensamble de secuencias de RADSeq para

tratar con datos en los que muchos loci se excluyen debido a una baja profundidad de secuenciación

(Eaton y Overcast, 2020).

Finalmente, se evaluó el efecto de reducir el CT a 90 y 85 en el ensamble de loci microbianos

GRef_97_m2, para confirmar que se mantenía la eficiencia de manera proporcional a la disminución

del CT tal como se describió en el trabajo de Holmes y Rabosky del 2018. Estos últimos ensambles

fueron etiquetados como GRef_90_m2 y GRef_85_m2.

Tipo de

ensamble

Nombre del

ensamble

Clustering

threshold (CT)

Datos de

RAD

Genoma de

Referencia

1.- Denovo_97 0.97 -

Denovo 2.- Denovo _95 0.95 Set completo

3.- DRef_97 0.97

4.- DRef_95 0.95 D.  ponderosae
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Denovo -

Referencia

5.- DPond_97 0.97 D. ponderosae

6.- DPond_95 0.95

7.- GRef_97 0.97

8.- GRef_95 0.95

9.- GRef_97_m4 0.97

*majrule = 4

+ Referencia 10 .- GRef_97_m2 0.97

*majrule = 2

Set completo G. clavigera

11.- GRef_90_m2 0.90

*majrule = 2

12.- GRef_85_m2 0.85

*majrule = 2

Tabla 1. Tipos de ensambles realizados con ipyrad. Los ensambles fueron denominados de acuerdo al método y

al valor de CT empleado, en caso de haber modificado también el parámetro mindepth_majorityrule, se agregó

la etiqueta “m” y su valor al final del nombre.

En todos los ensambles se modificó el parámetro mín_samples_locus de 4 a 1. Este valor

corresponde al número mínimo de muestras en las que debe estar compartido un locus para ser

incluido en la matriz final del ensamble. El aumento en el valor de este parámetro está relacionado

con la disminución de loci recuperados en el ensamble final y con el aumento de datos faltantes. El

valor estándar del parámetro en el pipeline corresponde a 4, ya que este es el número mínimo de

muestras recomendado para incluir un loci en una reconstrucción filogenética, no obstante, en el

presente trabajo se le asignó un valor mínimo de 1 para evitar la pérdida de información por falta de

representatividad y de esta manera priorizar la caracterización de la diversidad.

Debido al alto poder de cómputo requerido para algunos análisis, en particular los de las

categorías Denovo y DRef, los primeros ensambles con este método se realizaron como prueban el

cluster de supercómputo de la Comisión Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
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(CONABIO). Posteriormente todas los ensambles se repitieron en el cluster de supercómputo de la

UNAM, Miztli como parte del proyecto “Análisis bioinformático de datos a escala genómica para el

estudio de la evolución de grupos de insectos neotropicales FASE III“ del Dr. Alejandro Zaldivar

Riverón (Instituto de Biología).

Determinación taxonómica y análisis

Para cada matriz obtenida por los diferentes ensambles se recuperó el archivo .loci generado por

ipyrad, el cual presenta los loci enlistados en grupos, con el nombre de la muestra de donde proviene

la secuencia incluido antes de cada una y con una línea de diagonales separando a los loci diferentes

dentro del archivo (Fig. 4). Se empleó una modificación del script de R escrito por Holmes y Rabosky

en su publicación de 2018 (Anexo 2), para tomar la primera secuencia de cada locus y reescribirla en

archivos con el formato fasta necesario para la búsqueda mediante la herramienta BLAST del NCBI

(Altschul et al., 1990).

Figura 5. Formato de los archivos .loci generados como salida de los ensambles con ipyrad. Las secuencias

homólogas se encuentran agrupadas en loci frente al nombre de la muestra de donde provienen y separadas por

dos diagonales. A partir de estos se recupera el de la línea superior para reescribirlos en formato FASTA.

Dada la cantidad de loci obtenidos y el tiempo de trabajo necesario para llevar a cabo los

análisis de BLAST en la plataforma en línea del NCBI, estos se realizaron en la supercomputadora

Miztli de la UNAM con la versión del software NCBI-BLAST-2.10.0+ (Altschul et al., 1990),
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procurando que cada trabajo tuviera asignado un número de cores óptimo. Para todos los procesos se

empleó el método discontiguous megablast, el cual está optimizado para la comparación de

secuencias altamente divergentes, especialmente secuencias de diferentes grupos que tienen

alineaciones con bajo grado de identidad (Ma et al., 2002).

Mediante la modificación del script de R desarrollado por Holmes y Rabosky, se recuperaron

las secuencias de BLAST que presentaron un porcentaje de similitud mayor al 90% al contrastarlas

con la base de datos del NCBI y se concluyó la asignación taxonómica mediante del paquete de R

taxize (Chamberlain et al., 2020), el cual devuelve archivos con la terminación .tax. Se comparó la

diversidad de phyla recuperados por cada ensamble filtrando a los taxa considerados como no

informativos, tales como aquellos pertenecientes Arthropoda (sobrerrepresentados por secuencias del

hospedero, Dendroctonus) o aquellos sin un sentido biológico relacionado con la microbiota o con el

contexto físico de los escarabajos.

Posteriormente, se empleó este mismo script de Holmes y Rabosky para registrar la

información taxonómica hasta nivel de familia de cada match con más de 90% de similitud, con lo

que se generaron gráficas con el paqute de R ggplot2 (Wickham et al., 2016) para visualizar a la

diversidad de familias de hongos, plantas y proteobacterias recuperada por los ensambles Denovo_97,

DRef_97 y GRef_85_m2 debido a la gran cantidad de loci que estos ensambles recuperaron de

determinados taxa. En lo particular, se buscaba comparar que los ensambles Denovo y Denovo -

Referencia recuperarán los mismos loci, mientras que GRef_m2 destacó por la cantidad de loci

relacionados con la secuencia de referencia fúngica que era capaz de recuperar.

Con el fin de describir el tamaño de las secuencias fasta con las que se realizó la asignación

taxonómica se utilizó un script original de R para calcular las medidas de tendencia central del tamaño

de los loci correspondientes a los diferentes taxa recuperados por los ensambles Denovo_97 y

GRef_85_m2 (Anexo 3). A partir de esto se realizó una comparación entre el tamaño de determinados

taxa de acuerdo a su relación con el contexto biológico del escarabajo en ambos set de datos.

Se generó un script original de R (Anexo 4) que explora los archivos generados a lo largo del

flujo de trabajo (“.tax”, “.fasta” y “.loci”), con el fin de identificar y contabilizar las muestras y

posteriormente identificar los loci informativos (en su mayoría microbianos, pero también de otros

grupos de interés biológico como Streptophyta) con más de 90% de similitud con respecto a su

coincidencia en la base de datos del NCBI. A partir de este análisis se generaron mapas de calor de la

diversidad de phyla en cada especie de Dendroctonus para los ensambles Denovo_97 y GRef_85_m2,

y de la diversidad de familias de Proteobacteria para Denovo_97.
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Se repitió este flujo de trabajo en R para recuperar a los loci con más de 97% de similitud del

ensamble Denovo_97 y visualizar mediante un mapa de calor a la diversidad de Unidades

Taxonómicas Operacionales (OTUs) presente en las diferentes especies de Dendroctonus, o bien, de

secuencias cuya asignación taxonómica puede llegar al menos hasta el nivel de género.

Se presentaron dos tipos de mapas de calor dependiendo la naturaleza de los datos

recuperados por cada ensamble y de lo que se quería representar: a) de abundancia relativa, realizados

con los paquetes de R vegan (Okhasen et al., 2013) y gplots (Warnes et al., 2016) ; b) de abundancia

absoluta por medio del paquete vegan y phyloseq (McMurdie et al., 2013). Ambos tipos de mapas

dependen del cálculo de una matriz de distancias para la cual se seleccionó el método de disimilitud

de Bray-Curtis debido al papel que tiene la identidad de los taxa comparados en este método, el cual

permite utilizar datos con una gran cantidad de observaciones nulas o ceros (Legendre y Legendre,

2012). Los dendrogramas construidos para clasificar a las especies de Dendroctonus de acuerdo a las

semejanzas entre sus loci microbianos/informativos, se realizaron mediante el método de

agrupamiento jerárquico promedio.

Para entender la construcción de los mapas de calor es necesario clarificar que la asignación

taxonómica y el blast se realizaron utilizando la primera secuencia asociada a cada loci en el archivo

.loci mencionado anteriormente (Fig. 5). Esta secuencia (loci) fue utilizada posteriormente para

realizar una búsqueda dentro de su archivo de origen con la finalidad de recuperar todas las secuencias

asociadas a ese locus (secuencias homólogas) en particular y la especie de Dendroctonus de la cual

proviene (Fig. 6).

33



Figura 6. Flujo de trabajo del programa empleado para contabilizar las secuencias homólogas de determinados

taxa originada en las diferentes especies de Dendroctonus. (1) Se ubican las secuencias de cierto taxa con las

que se realizó la determinación taxonómica en los archivos FASTA. (2) Se realiza una búsqueda a partir de esta

secuencia FASTA en los archivos “.loci” ubicada, al principio de su respectivo loci para contabilizar a todas las

muestras que presentan secuencias homólogas. (3) Se suman las abundancias reportadas en cada muestra de la

misma especie y a partir de estas se construyen los mapas de calor.

Tras analizar los resultados obtenidos, se realizó una investigación bibliográfica para

establecer una posible relación entre los microorganismos encontrados y los hospederos de donde se

obtuvo esta información, comparando la diversidad recuperada por medio de los diferentes enfoques

presentados.

RESULTADOS

Ensamble de datos

A lo largo del ensayo experimental se recuperaron múltiples archivos de texto en diferentes formatos

generados como output de los principales procesos bioinformáticos realizados: ensamble de datos de

RADSeq, BLAST y determinación taxonómica. A partir de los archivos .stats generados junto con los

outputs de ipyrad durante la primera etapa, se registró la cantidad de loci pre y posts filtro.

Posteriormente, a partir de los resultados de BLAST se conservaron únicamente aquellas

coincidencias con un porcentaje de similitud mayor al 90%, los cuales se categorizaron como “Loci

34



blast”. Para concluir se descartaron los loci pertenecientes a determinados phyla no informativos para

reportar a los restantes como la cantidad de loci microbianos informativos. Estos últimos dos pasos se

realizaron posteriormente con aquellos loci con más de 97% de solicitud con el fin de realizar la

asignación taxonómica a nivel de género (Tabla 2, Fig. 6).

Ensamble de datos (ipyrad) BLAST Asignación taxonómica

Loci prefiltro Loci postfiltro Loci BLAST

Loci

microbianos y

de interés

taxonómico

% de loci

microbianos y de

interés recuperados

en BLAST

Denovo_97 1,171,307 1,141,059 182,695 9,104 4.983

Denovo_95 1,014,315 988847 16818 569 3.383

DRef_97 587,918 572084 20810 7168 34.445

DRef_95 541,868 527911 19262 7122 36.974

Dpond_97 2,522 2350 279 19 6.810

Dpond_95 2,516 2310 259 16 6.178

GRef_97 213 191 44 5 11.364

GRef_95 194 162 40 4 10.00

G_97_m4 236 211 49 6 12.245

G_97_m2 713 673 347 295 85.014

G_90_m2 786 695 397 352 88.665

G_85_m2 810 699 417 376 90.168

Tabla 2. Resultados obtenidos por los diferentes ensambles. La diferencia entre las primeras dos columnas

refleja la cantidad de loci retenidos a través de los diferentes pasos del ensamble que se realizan con el pipeline

ipyrad. La columna 3 muestra el número de loci recuperados por BLAST (>90% similitud) y la 4 reporta la

cantidad correspondiente a loci microbianos. Finalmente la columna 5 muestra el porcentaje de loci que

corresponden a loci microbianos y de interés.

El tipo de ensamble más exitoso en términos de la retención de loci a lo largo del pipeline de

ipyrad y en etapas posteriores del flujo de trabajo, fueron los de tipo Denovo (Figura 7, A). El
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ensamble que recuperó la mayor cantidad de loci fue Denovo_97 (182,505) seguido de Denovo_95

(16,818). También, como se observa con mayor claridad en la tabla 2, estos dos ensambles obtuvieron

la mayor cantidad de loci microbianos, particularmente Denovo_97 con 9,104 loci.

Por otra parte, a pesar de que los ensambles DRef también recuperaron una cantidad de loci

muy alta, se diferencian del método Denovo por recuperar al menos 30% más loci microbianos con

respecto a los loci totales recuperados por BLAST, debido a la naturaleza del método, el cual con base

en una secuencia de referencia descarta desde pasos tempranos del flujo de trabajo, los loci

pertenecientes a Dendroctonus.

En el caso de los ensambles realizados usando el método Denovo - ref, se evaluó la capacidad

de recuperar información al realizarse utilizando únicamente los archivos de RADSeq

correspondientes a las cuatro muestras de la especie de referencia D. ponderosae (ensambles

denominados DPond). Bajo el entendido de que mientras más parecidos sean los loci de las muestras

a la secuencia de referencia, mejor se descartarían aquellas secuencias correspondientes al genoma del

escarabajo, para dar lugar al ensamble de la información de la microbiota.

Los siguientes ensayos recuperaron una cantidad de loci al menos dos órdenes de magnitud

menor (Figura 7, B). Los ensambles DPond, realizados únicamente con las lecturas correspondientes a

cuatro muestras de D. ponderosae, recuperaron un número de loci mucho menor en comparación con

el ensamble DRef. No obstante, como se muestra en la tabla 2, tanto DPond_97 como DPond_95

presentan una tendencia diferente a la de DRef, al recuperar un porcentaje de loci microbianos con

respecto a los loci de BLAST bastante menor (6.8% en DPond_97 a comparación de 36.9% en

DRef_97). Estos resultados pueden servir como guía para priorizar la cantidad de muestras sobre la

identidad de estas en investigaciones que recurren a este método para ensamblar datos de diferentes

especies.

En cuanto a los ensambles que emplearon una referencia para ensamblar los loci más

parecidos a esta, el ensamble GRef_97_m4 con el valor de mindepth_majrule ajustado a 4 no retuvo

un número de loci muy diferentes al de los ensambles +referencia con la majority rule fijada al valor

estándar de 6 (GRef_97: 213, GRef_95: 194, GRef_97_m2: 236). Sin embargo, al disminuir este

parámetro a 2, la cantidad de loci microbianos obtenidos aumentó. En la tabla 2 se observa que el

ensamble GRef_97_m2 recuperó casi el triple de loci prefiltro más que los ensambles GRef anteriores

y que finalmente se identificaron 295 loci microbianos, casi 60 veces más que al realizar el mismo

ensamble con la mindepth_majrule fijada en 6. Posteriormente en los ensambles GRef_90_m2 y

GRef_85_m2, esta tendencia a recuperar loci microbianos continuó aumentando, alcanzando hasta los

376 loci microbianos en el ensamble GRef_85_m2 con el valor de CT fijado en 0.85. Estos tres
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ensambles, realizados con un valor de mindepth_majrule de 2, presentan el mayor porcentaje de loci

microbianos recuperados por BLAST, alcanzando un valor de hasta 90.16% en GRef_85_m2 (Tabla

2).

A

B

Figura 7. Número de loci retenidos a lo largo del ensayo por cada ensamble. La gráfica A incluye a los

ensambles que recuperaron la mayor cantidad de loci a lo largo de los diferentes filtros (Denovo y DRef). La
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gráfica B incluye a algunos de los ensambles que debido al método trabajaron con menos loci durante el flujo

bioinformático (DPond, GRef y GRef_m).

Tras emplear la secuencia de referencia de D. ponderosae de un organismo hembra en múltiples

ensambles bajo diferentes enfoques, se realizó el análisis de BLAST de esta secuencia en contra de una

base de datos de hongos, para evaluar la posible influencia de información genómica microbiana presente

a priori. Los resultados de este análisis recuperaron 298 loci distribuidos entre los diferentes phyla

fúngicos conocidos: 195 de Ascomycota, 55 de Basidiomycota, 8 de Chytridiomycota, 29 de

Mucoromycota, de Microsporidia y 8 de múltiples phyla(Fig. 8), lo cual equivale a 298 scaffolds (unidad

de ensamble) derivados del genoma publicado, con un tamaño reportado de 204 millones de pares de

bases.

Figura 8. Loci fúngicos recuperados con más del 90% de similitud a partir de la búsqueda de coincidencias

taxonómicas de la secuencia de referencia de D. ponderosae en contra de la base de datos del NCBI limitada a

hongos. Se encontraron 5 de los 6 phyla que conforman al reino Fungi, destacando a Ascomycota como el más

abundante.
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Determinación Taxonómica

El ensamble que recuperó la mayor cantidad de loci fue Denovo_97 (182,505). Cabe destacar que los

ensambles de tipo Denovo y DRef no sólo obtuvieron mayor número de loci a comparación de los

otros dos tipos de ensambles, sino que también recuperaron una mayor diversidad de phyla (Fig. 9).

El phyla más abundante en todos los ensambles fue Arthropoda, sin embargo debido a que

estos loci corresponden a información de las diferentes especies de Dendroctonus, se filtró este y otros

loci como no informativos. De los 67 phyla encontrados en los diferentes ensambles realizados, se

descartaron 14 para las comparaciones de diversidad por no pertenecer a grupos relacionados

funcionalmente con el contexto biológico de los escarabajos (Brachiopoda, Chordata, Cnidaria,

Echinodermata, Hemichordatha, Mollusca, Porifera, Platyhelminthes, Priapulida, Rhodophyta) o por

no aportar información útil para la clasificación taxonómica (Arthropoda, multiple, no phylum). La

categoría “multiple” es asignada en diferentes niveles taxonómicos a aquellos loci que presentan un

mismo valor de similitud a diferentes taxa de la base de datos de referencia, esto está relacionado con

el tamaño de las secuencias y la resolución de la asignación taxonómica.

El ensamble que recuperó más loci y más categorías de phyla diferentes fue Denovo_97, con

9,104 loci microbianos y de interés. En este ensamble destacaron por su abundancia algunos phyla

informativos como Proteobacteria (5,543), Streptophtya (1,998), Nematoda (463) y Apicomplexa

(208), además de algunos otros phyla no informativos como Arthropoda (16,941) y Chordata (4,313).

También cabe mencionar que entre los ensambles realizados, se encontró un menor grado de

diversidad a nivel de phyla en las aproximaciones De novo - referencia restringidas a las muestras de

D. ponderosae y los ensambles + Referencia que ocuparon el genoma del hongo simbionte G.

clavigera.
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Denovo

_97

Denovo

_95

DRef

_97

DRef_

95

DPond

_97

DPond

_95

GRef

_97

GRef_

95

GRef_97

_m4

GRef_97_

m2

GRef_90

_m2

GRef_85_

m2

Apicomplexa 208 26 149 147 0 0 0 0 0 0 0 2

Arthropoda 167941 15618 10677 9433 248 232 31 29 36 41 24 22

Ascomycota 170 21 91 92 1 1 3 3 4 292 350 370

Bacteroidetes 107 16 84 77 0 0 0 0 0 0 0 0

Basidiomycota 28 5 13 12 0 0 0 0 0 0 0 0

Chordata 4313 500 2429 2194 9 9 1 1 2 2 5 6

Firmicutes 196 14 142 131 1 1 0 0 0 0 0 0

Mollusca 277 24 118 112 1 1 0 0 0 0 0 0

Nematoda 463 59 257 227 8 7 0 0 0 0 0 0

Proteobacteria 5543 155 4879 5031 2 2 0 0 0 1 1 2

Streptophyta 1998 236 1313 1189 4 4 1 0 1 1 0 0
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TOTAL (n = 67

categorías de phyla)

182505 16818 20810 19262 279 259 44 40 49 347 396 417

Tabla 3. Principales phyla recuperados con un 90% de similitud en la categoría de “loci blast”, previo al filtro de phyla no informativos. La tabla completa con las 67

categorías de phyla diferentes registradas se encuentra en el Anexo 5.

Como puede observarse en la figura 8 y en las Tabla 2 y 3, el ensamble que obtuvo una mayor cantidad de loci con un porcentaje de similitud mayor a

90% fue Denovo_97, alcanzando los 182,505 loci repartidos entre 67 categorías de phyla, lo cual contrasta con aquellos ensambles realizados con un grupo de

datos disminuido (DPond) y aquellos realizados usando una referencia específica (GRef), aunque estos últimos recuperan una mayor cantidad de loci

fúngicos. En este sentido, los loci totales recuperados por los ensambles GRef, aumentaron dos órdenes de magnitud al disminuir el parámetro

mindepth_majrule a 2.

En cuanto a la evaluación del valor de CT, y su influencia en la recuperación de un mayor número de loci, en la mayoría de los ensambles,

exceptuando aquellos con la mindepth_majrule fijada en 2, los valores del parámetro fueron más eficientes en el extremo superior del rango utilizado (97% de

similitud) (Fig. 9).

Cabe resaltar que el ensamble DRef_95 recuperó menos loci totales que Denovo_95, debido a que se filtra la información de Dendroctonus como

parte del proceso de ensamble en ipyrad, sin embargo recupera más loci de los otros phyla considerados potenciales integrantes de su microbiota. Esto no

sucede en el caso de los ensambles DRef y Denovo con CT de 97, sugiriendo un mejor rendimiento en el caso de este método de ensamble con un valor de

95% de similitud.
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Figura 9. Total de phyla encontrados en cada tipo de ensamble previo a la eliminación de phyla no informativos. La gráfica A incluye al grupo de ensambles que recuperó la

mayor cantidad de loci y hasta 67 categorías de phyla (Denovo y DRef). La gráfica B incluye a representantes de los ensambles que recuperaron menos loci y sólo 13

categorías de phyla (DPond, GRef, GRef_m).
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A partir de la depuración de aquellos phyla que no mantienen una relación ecológica con el sistema, se reportaron un total de 53 phyla informativos por

medio del ensamble más exitoso (Denovo_97). Con base en este ensamble se recuperaron 5,543 loci de Proteobacteria, posicionando a este grupo como el phylum

más abundante, seguido de Streptophyta con 1,998 y de Nematoda con 463. Entre los otros phyla se destacan aquellos pertenecientes al reino Fungi por la variedad

de relaciones ecológica que mantienen con Dendroctonus: Ascomycota recuperó 170 loci, Basidiomycota 28, Chytridiomycota 2, Mucoromycota 8 y Microsporidia 8

(Fig. 10).

Por su parte, los ensambles GRef destacaron desde etapas tempranas de este trabajo, ya que fueron los primeros y únicos en presentar phyla fúngicos

(Ascomycota) como grupos dominantes ante el resto de la diversidad recuperada. Debido a esta particularidad y al objetivo de estudiar la relación simbiótica obligada

característica de múltiples especies de este género de escarabajo con hongos micangiales, se evaluó el efecto que tenía un cambio en el parámetro mindepth majority

rule en este ensamble y su influencia en la cantidad de loci informativos resultantes (Fig. 11). A partir de esto, observamos el mismo comportamiento en todos los

ensambles GRef_m2 con respecto a la dominancia de una categoría (Fig. 11). El ensamble más exitoso, GRef_85_m2, concentró un 98% de loci de

Ascomycota (370 loci), con el 2% restante repartido entre Apicomplexa, Chlorophyta, Microsporidia y Proteobacteria (19 loci). De igual forma, la figura 11

ilustra cómo el parámetro mindepth_majrule no tiene una relación proporcional con los resultados obtenidos al recuperar sólo 6 loci microbianos en el

ensamble Gref_97_m4, en comparación con el aumento brusco de loci recuperados al disminuir este valor a 2. En contraste con esto, el CT parece mantener

una relación inversamente proporcional con la cantidad de loci informativos en los ensambles GRef_m2, bajo el intervalo evaluado.
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Figura 10. Phyla informativos por tipo de ensamble. Tras filtrar los loci de catorce categorías de phyla, los ensambles de la gráfica A retuvieron 53 categorías de phyla, de

las cuales 40 fueron agrupadas en la categoría de “Other” por su baja abundancia, mientras que en la gráfica B se recuperaron sólo 8 phyla.
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Figura 11. Phyla encontrados en los ensambles GRef con el parámetro mindepth_majrule modificado. Los ensambles con un valor de m2 recuperaron aproximadamente 300

loci más que cuando se modifica este parámetro a 4 o cuando se mantiene en el valor estándar de 6.
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Taxa de interés

Tras explorar los loci informativos recuperados por los diferentes ensambles, se seleccionaron los ensambles más exitosos en términos del número de

loci recuperados, para estudiar la diversidad de familias recuperada en algunos grupos de interés por su relación ecológica con los escarabajos del género

Dendroctonus. Al caracterizar la diversidad del reino Fungi se incluyeron los phyla Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota,

Mucoromycota y Microsporidia. El ensamble que recuperó más loci fúngicos fue GRef_85_m2 con 371 loci, seguido de los 216 loci reportados en

Denovo_97, 119 en DRef_97. Sin embargo, el ensamble que recuperó más loci (GRef_85_m2) no fue el que encontró un mayor diversidad supraespecífica, al

presentar únicamente 10 familias (Fig. 16). Entre estas destaca Ophiostomataceae como la familia dominante, debido a que concentra el 97% de los loci

encontrados por este ensamble. La mayor parte de los loci pertenecientes a esta familia (~96%) hicieron match contra la referencia del genoma completo de

Grosmannia clavigera empleada para realizar el ensamble + referencia en ipyrad.

El ensamble que recuperó mayor diversidad de loci de distintos taxa fue Denovo_97, en el cual se contabilizaron 67 categorías de familias de hongos,

de las cuáles la mayor parte se agruparon en la categoría de “Other” por su baja abundancia. Tanto en este ensamble como en DRef_97, la familia más

abundante de estas fue Saccharomycetaceae, reportando 31 y 19 loci respectivamente, seguida de Debaryomycetaceae y Aspergillaceae  (Fig. 12).
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Figura 12. Familias de hongos recuperadas por los ensambles más exitosos. Se encontraron 67 categorías de familias diferentes concentradas en los ensambles Denovo_97 y

DRef_97, de las cuales 54 fueron agrupadas en la categoría de “Other” por su baja abundancia. El ensamble GRef_85_m2 registró únicamente 10 categorías de familia.
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Dentro del phylum Streptophyta (plantas terrestres y algas carofitas), el ensamble Denovo_97 permitió recuperar 1,998 loci y 74 familias, mientras

que DRef_97 recuperó 1,313 loci y 63 familias. La familia más abundante en ambos ensambles fue Fabaceae con 442 loci registrados en el ensamble más

exitoso, seguida de Malvaceae con 403 y Solanaceae con 280. Entre las familias consideradas como informativas por su relación biológica con el género

Dendroctonus se encuentra Pinaceae, de la cual se reportó una abundancia de sólo 34 loci. En el ensamble GRef_85_m2 no se encontraron loci pertenecientes

al phylum Streptophyta (Fig. 13).

49



Figura 13. Familias de plantas recuperadas por los ensambles más destacados. Se encontraron 74 categorías de familias concentradas en Denovo_97 y DRef_97, de las cuales

61 fueron agrupadas en la categoría de “Other” por su baja abundancia.
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Al analizar los resultados de las familias recuperadas de Proteobacteria, se obtuvieron mejores resultados por medio del ensamble Denovo_97, en el

cual se encontraron 5,543 loci distribuidos en 67 categorías de familia, de las cuáles las más abundantes fueron Pseudomonadaceae con 2,030 loci,

Yersinaceae con 989 y Moraxellacaeae con 547. El ensamble DRef_97 obtuvo una distribución de loci muy similar entre las familias dominantes; recuperó

4,879 loci y 61 familias en total. Entre algunas otras familias destacadas se encuentra Anaplasmataceae con 533 loci y Enterobacteriaceae con 257. El

ensamble GRef_95_m2 recuperó únicamente 2 loci pertenecientes a dos familias de proteobacterias diferentes (Fig. 14).
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Figura 14. Familias de proteobacterias recuperadas por los ensambles más destacados. Se encontraron un total de  67 categorías de familias concentradas en los ensambles

Denovo_97 y DRef_97, de las cuales 54 fueron agrupadas en la categoría de “Other” por su baja abundancia. El ensamble GRef_85_m2 registró sólo 2 categorías de familia.
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Tamaño de los loci

Debido a la influencia del tamaño de las secuencias utilizadas para el análisis de BLAST, se

recuperaron las medidas de tendencia central y desviación estándar del tamaño de los loci utilizados

para caracterizar taxonómicamente a nivel del phyla en el caso de los ensambles Denovo_97 y

Grf_85_m2. El primero debido a la alta diversidad de phyla recuperados, y el segundo por la

importancia biológica de la simbiosis entre algunos grupos de hongos y los escarabajos del género

Dendroctonus (Tabla 4). Se realizó la comparación del tamaño de los loci de los phyla compartidos

entre estos dos ensambles y se incluyeron algunos phyla no informativos en el caso del ensamble

Denovo_97, con la finalidad de explorar la relación entre la asignación taxonómica y el tamaño de los

loci.

A partir de las medidas calculadas es posible identificar una aparente tendencia hacia un

tamaño y un rango de desviación estándar. Esta se ve reforzada al notar que aquellos phyla que

presentan valores de tamaños muy pequeños recuperados por GRef_85_m2 (Apicomplexa y

Chlorphyta) son también phyla muy poco representados, con muestras de dos o incluso una secuencia.

De igual manera, se observa una diferencia entre los rangos de los tamaños encontrados por

ambos ensambles. Mientras que GRef_85_m2 registró un tamaño mínimo de 28 en Apicomplexa y

Chlorophyta, y un máximo de 146 en Arthropoda, en el ensamble Denovo_97 el tamaño mínimo fue

de 75 y se encontró en la categoría de multiple mientras que el máximo fue de 126 proveniente de

Arthropoda (Fig 15).

En ambos ensambles se observa que las barras de desviación estándar no se superponen entre

ellas, manteniéndose en un rango de entre 0.341 a 3.19 en Denovo _97 y de 1.882 a 26.33 en

GRef_85_m2 (Fig 15). Estos resultados refuerzan la hipótesis sobre la homogeneidad del tamaño de

los loci en los diferentes taxa para ambos ensambles, es decir, que el tamaño de los loci no parece

mantener una relación con el número de loci encontrado en cada taxa, a excepción de dos de las

categorías menos abundantes de GRef_85_m2, Apicomplexa y Chlorophyta.

La categoría con un mayor valor de desviación estándar en ambos ensambles es “multiple”.

Cabe resaltar que los valores elevados de la desviación estándar en el ensamble GRef_85_m2 se

explican a partir de la manera en la que se calcula este valor; como hay una mayor variedad de

tamaños de loci sondeados, el resultado final es un mayor valor en el estadístico.
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Denovo_97 GRef_85_m2

no. de loci Media Mediana Moda Rango D.E no. de loci Media Mediana Moda Rango D.E

Arthropoda 167941 97 97 97 81-126 1.322 22 100 97 97 29 - 146 20.478

Proteobacteria 5543 97 97 97 85 - 121 0.917 2 97 97 97 97 0

Chordata 4313 97 97 97 91 - 121 0.890 6 100 97 97 97 - 113 6.531

Streptophyta 1998 97 97 97 77 - 121 1.234

multiple 585 98 97 97 75 - 121 3.199 11 97 97 97 27 - 135 26.333

Nematoda 463 97 97 97 82 - 118 1.361

Mollusca 277 97 97 97 96-120 1.522

Apicomplexa 208 97 97 97 96 - 106 0.674 2 28 28 28 28 0

Ascomycota 170 97 97 97 95 - 108 1.526 370 97 97 97 96 - 121 1.882

no phylum 51 97 97 97 85 - 99 1.717 2 97 97 97 97 0

Cnidaria 45 97 97 97 97 - 99 0.382

Basidiomycota 28 97 97 97 97 - 100 0.629

Oomycota 17 97 97 97 97 0

Chlorophyta 16 97 97 97 97 - 98 0.341 1 28 28 28 28

Microsporidia 8 97 97 97 97 0 1 97 97 97 97

Tabla 4. Medidas de tendencia central de los tamaños de las secuencias FASTA asignadas a los diferentes phyla recuperados por los ensambles Denovo_97 y GRef_85_m2.

En ambos grupos de datos se observa un valor único distribuido entre la mayoría de los phyla. La mayor parte de  las secuencias de Denovo_97 tienen un tamaño de 97 pb

reflejado en las media, moda y mediana, mientras que los phyla recuperados por GRef_85_m2 presentaron también este valor con una distribución menos homogénea.
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Figura 15. Tamaño promedio de los loci con los que se realizó la asignación taxonómica en el ensamble Denovo_97 y GRef_85_m2. Las barras de error asociadas a los

diferentes phyla representan la desviación estándar (Tabla 4). En ambas gráficas se observa que el tamaño promedio compartido entre los diferentes phyla es cercano a 97 y

que la categoría con mayor desviación estándar es multiple. Debido a la diferencia entre el número de loci en la gráfica de Denovo_97 no se incluyó a “Arthropoda”. Los
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phyla con loci de 97pb encerrados en un círculo negro en el gráfico Denovo_97 incluyen a Mollusca, Apicomplexa, Ascomycota, no phylum, Cnidaria, Basidiomycota,

Chlorophyta, Oomycota y Microsporidia. Los phyla encerrados en un círculo negro en el gráfico GRef_85_m2 incluyen a no phylum y a Microsporidia.

Distribución de loci entre las spp. de Dendroctonus

Con el fin de visualizar y comparar la abundancia relativa de los loci pertenecientes a los principales phyla informativos por cada especie de Dendroctonus, se

construyó un mapa de calor y un dendrograma con base en estos valores (Fig. 16) y al método explicado en la figura 6, en el cual se describe la diferencia

entre los loci empleados para la asignación taxonómica, y las secuencias homólogas a estos loci provenientes de diferentes muestras correspondientes a las

especies de Dendroctonus.

Se encontró una distribución heterogénea de las secuencias homólogas entre los 9,104 loci pertenecientes a los phyla informativos recuperados por

Denovo_97. A lo largo de Dendroctonus, el phylum más numeroso fue Proteobacteria sumando un total de 12,602 secuencias distribuidas entre las diferentes

especies, seguido de Streptophyta con 6,827, Nematoda con 1,470, Apicomplexa con 742, Firmicutes con 660 y Ascomycota con 606 (Fig. 16).

Las especies en las que se encontró una mayor cantidad de loci fueron D. micans, seguida de D. mexicanus y D. armandi. Es posible identificar dos

pares de clusters pequeños formados por D. approximatus y D. frontalis, especies de micangio protorácico pertenecientes filogenéticamente al grupo VI y D.

micans y D. rufipennis, especies del grupo filogenético III, posiblemente por la abundancia de secuencias homólogas de Proteobacteria. Más allá de estos

resultados, no es posible observar un patrón en la distribución de la diversidad microbiana y los grupos filogenéticos a partir del dendograma construido.
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Figura 16. Mapa de calor de los principales phyla informativos recuperados en cada especie de Dendroctonus a partir del ensamble Denovo_97. El gradiente de color de cada

phyla corresponde a su abundancia relativa en los diferentes escarabajos hospederos. Se descartaron a aquellos phyla no informativos y aquellos que no presentaban una
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abundancia relativa mayor al 1% en al menos una especie hospedera. Se construyó un dendrograma basándose en los patrones de asociación de los phyla informativos entre

las especies de Dendroctonus mediante el método de agrupación jerárquica de Bray-Curtis. Estas especies se etiquetaron con los colores asociados a los grupos filogenéticos

de la Fig. 6: I Amarillo, II Morado, III Verde, IV Azul claro, V Rojo y VI Azul.

A partir de los 376 loci informativos obtenidos por el ensamble GRef_85_m2, de los cuales 371 pertenecían al reino Fungi, se buscó presentar la

distribución de las secuencias homólogas a nivel de familia (Fig 16). Entre estas se encontró sólo un loci perteneciente a Microsporidia en las muestras de D.

adjunctus, sin embargo esta no logró ser clasificada hasta nivel de familia por lo que se ilustró en el mapa de calor bajo la categoría “no family”. De las 9

familias de Ascomycota recuperadas, la más abundante fue la familia de simbiontes Ophiostomataceae, de la cual se encontraron 621 secuencias homólogas

repartidas entre todas las especies del género a excepción de D. pseudotsugae y D. murrayanae. Las especies que concentran una mayor cantidad de

secuencias homólogas de esta familia fueron D. jeffreyi (349), D. mexicanus (91) y D. brevicomis (56).

El resto de las familias fúngicas encontradas por este ensamble presentan una abundancia absoluta muy baja, la cual no excede a las 3 secuencias

homólogas en cada especie, en el mejor de los casos. Al explorar el resto de los datos se encontró que las familias de los otros phyla también se encontraban

pobremente representadas a lo largo del género.
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Figura 16. Mapa de calor de las diferentes familias fúngicas encontradas en cada especie de Dendroctonus a partir de el ensamble GRef_85_m2. Este mapa se realizó con el

fin de visualizar las abundancias absolutas de cada familia en las diferentes especies hospederas debido a que la mayor cantidad de loci recuperados corresponde a la familia

Ophiostomataceae. D. approximatus y D. punctatus fueron descartadas de este análisis al no reportarse ningún loci proveniente de estas especies.

En algunos casos como D. pseudotsugae y D. murrayana sólo se reportó la presencia de un loci de todos los taxa.
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Entre los 5,543 loci de Proteobacteria recuperados por Denovo_97, se encontraron 10 categorías de familia con una abundancia relativa de más del

1% en al menos una de las especies consideradas (Fig. 17). La familia más numerosa fue Pseudomonadaceae con un total de 5,104 secuencias homólogas

distribuidas entre las diferentes muestras, seguido de Yerseniaceae con 2,590, Anaplasmataceae con 2,244 y Moraxellaceae con 1,121.

Cabe señalar que la categoría “multiple” superó al resto de las familias reales con un total de 4,570 secuencias homólogas distribuidas entre todas las

especies de escarabajo. Además, el valor máximo de esta categoría fue de 1,140 secuencias homólogas encontrados en las muestras de D. valens mientras que

el mínimo fue de 49 secuencias homólogas en D. simplex. Otra categoría que resaltó en este análisis fue “no family”, en la cual se encontraron 245 secuencias

homólogas distribuidas también entre todas las especies del género. Estas cifras son de gran importancia para este estudio dada la gran cantidad de loci

bacterianos reportadas exitosamente hasta nivel de phyla, pero difícilmente clasificados en niveles taxonómicos más precisos.

Al analizar el dendograma construido a partir de las abundancias relativas calculadas para cada especie, se encontraron dos pares de especies en las

que se conservan de manera incompleta los grupos filogenéticos considerados en la Fig. 3. Los nodos formados por D. brevicomis y D. approximatus (grupo

III) y por D. rhizophagus y D. terebrans (grupo I) destacan entre el resto del árbol, además de que estas últimas especies del grupo I se encuentra muy

próximas a su especie hermana D. valens, separadas únicamente por la inclusión de D. jeffreyi (grupo III) que propone la topología.
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Figura 17. Mapa de calor de las principales familias de Proteobacteria recuperadas en cada especie de Dendroctonus a partir del ensamble Denovo_97. El gradiente

de color de cada phyla relacionado con una especie de escarabajo corresponde a su abundancia relativa. Se descartaron a aquellos phyla que no presentaban una

abundancia relativa mayor al 1% en al menos una especie hospedera. Se construyó un dendrograma basándose en los patrones de asociación de los phyla
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informativos entre las especies de Dendroctonus mediante el método de agrupación jerárquica. Estas especies se etiquetaron con los colores asociados a los grupos

filogenéticos de la Fig. 6: I Amarillo, II Morado, III Verde, IV Azul claro, V Rojo y VI Azul.

Se mapeó la distribución de 2,161 loci clasificables hasta nivel de género recuperados por Denovo_97 pertenecientes a múltiples phyla informativos:

Nematoda, Proteobacteria, Streptophyta, Ascomycota y Microsporidia (Fig 19). Dentro de Proteobacteria, el phylum más abundante, los géneros con la mayor

cantidad de loci fueron: Pseudomonas, Wolbachia y Rahnella con 608, 449 y 182 respectivamente.

Al analizar a profundidad la determinación taxonómica realizada por este método (Anexo 8), se encontró que en el género Pseudomonas se

identificaron 41 especies bacterianas diferentes con más de 97% de similitud, de las cuales la mayor parte de los loci se distribuyeron entre las muestras de D.

ruffipenis y D. micans (550 y 552 loci), seguido de D. mexicanus (126 loci). Dentro del género Wolbachia se identificaron múltiples representantes de los

subclados A y B, responsables de la infección de invertebrados y de patologías como la incompatibilidad citogenética o la inducción de la partenogénesis

(Werren, 1997). La gran mayoría de las secuencias homólogas de este género de importancia biológica (1,734) se concentraron en D. pseudotsugae, con sólo

menos del 15% (250 y 40) asociados a D. ponderosae y D. punctatus.

Algunos otros géneros de interés recuperados con más de 97% de similitud incluyen 124 loci de Pinus repartidos entre D. terebrans (52), D.

murrayanae (28), D. micans (20), D. valens (12) y D. approximatus (4). También se encontraron 45 loci del género de pináceas Picea distribuido entre D.

micans (13),  D. murrayanae (8), D. terebrans (10), D. punctatus (4), D. rufipennis (4), D. valens (3) y D. approximatus (3).

Además, se encontró un loci único formada por tres secuencias homólogas del género de levadura Saccharomycopsis (Saccharomycetaceae),

distribuidos entre las especies D. micans, D. marroyenae y D. ruffipenis, así como cuatro loci del género Microsporidium reportados únicamente en D.

adjunctus.
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Entre los 41 loci con más de 97% de similitud pertenecientes a 5 géneros de Nemátodos, el más abundante fue Caenorhabditis (26). A partir de los 26

loci se encontraron 162 secuencias homólogas distribuidas en D. frontalis, D. adjunctus, D. mexicanus, D. approximatus, D. murrayanae, D. valens, D.

ponderosae, D. pseudotsuga y D. jeffreyi.

Las únicas especies que presentan un patrón de asociación en el que se conservan las relaciones filogenéticas fueron D. micans y D. ruffipenis (Gpo.

III). Este grupo parece haberse construido debido a las semejanzas entre las abundancias relativas que se asumen de géneros como Pseudomonas, Serratia y

Picea (Fig. 18).
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Figura 18. Mapa de calor de los géneros recuperados mediante el ensamble Denovo_97, con más de 97% de similitud, pertenecientes a phyla informativos con una

abundancia relativa mayor al 1% en al menos una muestra y su distribución en cada especie de Dendroctonus. Se construyó un dendrograma basándose en los
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patrones de asociación de los phyla informativos entre las especies de Dendroctonus mediante el método de agrupación jerárquica. Estas especies se etiquetaron con

los colores asociados a los grupos filogenéticos de la Fig. 6: I Amarillo, II Morado, III Verde, IV Azul claro, V Rojo y VI Azul. Los géneros encontrados se

colorearon de acuerdo al reino al que pertenecen. Rojo: Proteobacteria, Verde: Plantae, Azul: Animalia, Morado: Fungi
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DISCUSIÓN

Se eligió al género Dendroctonus como modelo para evaluar el alcance de la secuenciación de tipo

RAD debido al papel que han tenido estos organismos en el estudio de la simbiosis de insectos con

otros grupos como hongos, bacterias, nemátodos, ácaros y plantas. Además, la relevancia de sustentar

este trabajo con secuencias provenientes de este género de escarabajos radica en el impacto

socioambiental que tienen a lo largo del continente, en particular algunas especies menos estudiadas.

Si bien, los brotes de especies como D. ponderosae se han considerado como una amenaza ambiental

prioritaria para millones de hectáreas de pinares de Canadá y Estados Unidos (Vore et al., 2020), las

especies con un mayor impacto en México y América Central no sólo afectan de manera directa a la

salud de las comunidades forestales, sino que la gestión ineficiente de los brotes ha aumentado la

frecuencia y la intensidad de los incendios forestales. El empleo de la quema como estrategia de

manejo ambiental ha impedido la regeneración natural en zonas donde estas tierras a menudo se

aprovechan para usos agrícolas o silvícolas (Billings et al., 2004).

La capacidad de realizar sondeos de la microbiota de hospederos poco estudiados utilizando

datos de secuenciación de RAD, puede tener un papel clave para abrir el camino a líneas de

investigación enfocadas en algunos grupos de simbiontes o en la distribución de estos a lo largo de la

filogenia del escarabajo. Sin embargo, es necesario reconocer los límites de este método y de la

interpretación de sus resultados. En la discusión de este trabajo se abordan algunas consideraciones

oportunas para el desarrollo de esta técnica y para relacionar este análisis con el contexto biológico de

los escarabajos descortezadores del género Dendroctonus.

Consideraciones metodológicas

Modelo biológico y diseño experimental

Para abordar correctamente los resultados obtenidos, es necesario profundizar en las condiciones bajo

las cuales se generó la librería de RADSeq para el género Dendroctonus empleada en este proyecto.

Al haberse generado originalmente para un estudio filogenético sobre este género, se ocuparon

individuos provenientes de múltiples localidades de Norteamérica y Eurasia, de los cuales se

colectaron al menos tres individuos de cada especie, por lo que no existió un control estricto de

variables biológicas y ambientales como podría desearse para este tipo de sondeos metagenómicos

(Godefroid et al., 2019; Alberdi et al., 2021).
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Tras indagar en el origen de los datos empleados para este estudio (Godefroid et al., 2019) la

primera variable que surge a discusión para la optimización de un sondeo metagenómico es la

inclusión de diecisiete especies de Dendroctonus y la población de la que estas provienen. Se ha

discutido que la divergencia genética entre especies puede tener un impacto en las interacciones entre

el genoma de las especies hospederas con su microbiota (Alberdi et al., 2020). Esto puede parecer

alarmante debido a la variación de la fórmula cariológica dentro de este género (Zúñiga et al., 2009),

sin embargo, este impacto puede variar de acuerdo a la resolución del sondeo (Alberdi et al., 2020).

Mientras se definan los objetivos del proyecto de manera concisa es posible estudiar a la comunidades

compartidas entre diferentes especies, conocida como microbioma central, el cuál como ya se ha

mencionado ha sido previamente estudiado en Dendroctonus (Hernández-García et al., 2017).

Al considerar la población de origen, se destaca el impacto que pueden tener múltiples

variables ecológicas asociadas a la misma. En el caso de los datos empleados para este trabajo, los

ejemplares de especies como D. jeffreyi, D. armandii y D. rhizophagus fueron muestreados de una

misma localidad por cada especie, sin embargo la gran mayoría de las especies incluyeron individuos

provenientes de diferentes poblaciones, sin un control aparente de la época del año o de la etapa pre o

post-emergente de su pino-hábitat (Anexo 9). En principio esta decisión del muestreo resulta lógica

debido a los objetivos originales del estudio, pero esta resulta importante tomar en cuenta el efecto

que tiene el estadío del ciclo de vida en la diversidad de la microbiota intestinal encontrada en

especies como D. rhizophagus y D. armandi (Briones-Roblero et al., 2017; Hu et al., 2012), o la

época del año y la temperatura en la estructura de la microbiota intestinal en D. valens y D.

ponderosae (Hou et al., 2021; Fraser et al., 2011).

De igual forma se ha demostrado que tanto la composición de la comunidad microbiana como

su perfil ecológico-funcional no es una entidad estática a lo largo de la vida de los individuos. La

microbiota se encuentra relacionada con factores como el fenotipo y la dieta del hospedero, o bien,

con las condiciones ambientales (Alberdi, et al., 2021). Al emplear una librería de RADSeq

construida a partir de muestras de diferentes poblaciones, es posible que las condiciones ambientales a

las que estaban sujetas tengan una influencia importante en la resolución de la determinación

taxonómica, es decir, en la capacidad de identificar a las secuencias ensambladas hasta niveles

taxonómicos específicos. A partir de esto se puede inferir que debido al método y al modelo biológico

empleado, muy posiblemente no se cuenta con el alcance para denotar las diferencias entre la

microbiota de las poblaciones, pero sí puede ser utilizado para recuperar información del microbioma

central compartido entre las diecisiete especies del género.
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Ensamble y recuperación de loci

Una de las principales razones por la cual el método que propone este trabajo se diferencia de las

opciones actualmente disponibles para el estudio de la microbiota, radica en la naturaleza estocástica

de la digestión enzimática que caracteriza a los datos de RADSeq (Holmes y Rabosky, 2018). Esta

misma propiedad, le permite recuperar lecturas asociados a taxa procariotas y eucariotas (unicelulares

y multicelulares), sin depender de la selección de amplicones para grupos particulares, sin embargo la

presencia de microorganismos de diferente phyla, representa un reto para su asignación taxonómica.

El flujo de trabajo adoptado para el presente trabajo nos permitió comparar e identificar las

ventajas y desventajas de los métodos de ensamble mediante el pipeline de ipyrad. Es posible observar

esto en el impacto que tiene el valor del parámetro CT en las diferentes aproximaciones evaluadas.

Los ensambles + referencia con un valor de mindepth_majrule de 2, recuperan una mayor cantidad de

loci al disminuir el valor de CT a 0.90 y 0.85, debido a que al disminuir este valor se permite que los

loci con menor similitud con respecto a la secuencia de referencia sean recuperados por el ensamble.

En el caso de GRef_85_m2 es posible explicar los resultados positivos de la disminución de este

parámetro, al tomar en cuenta que en este estudio se realiza el sondeo a partir de secuencias de

especies diferentes y se emplea una secuencia de referencia para la búsqueda, por lo que mientras más

laxo sea el parámetro de similitud empleado, más probable es que se recuperen loci que presentan un

mayor número de pares de bases diferentes a la secuencia de referencia.

En contraste, en los ensambles de novo y de novo - referencia se observa una tendencia

opuesta, en la que al emplear valores de CT mayores se recupera una mayor cantidad de loci. A pesar

de que mediante ensayos empíricos se ha observado que un valor de CT alto suele relacionarse con la

pérdida de loci(McCartney-Melstad et al., 2019), el aumento en el número de loci recuperados con el

valor más alto de CT puede estar relacionado con la separación de las secuencias que presentan

suficiente divergencia para ser consideradas loci independientes, en lugar de alelos del mismo loci. El

resultado de este fenómeno es un mayor número de loci, los cuales no son descartados debido a la

modificación de otros parámetros como el min_sample_per_locus con valor de 1.

Otro de los parámetros que cobraron importancia en este ensayo fue mindepth_majrule, cuya

disminución se derivó de la comparación de los estadísticos de resumen de los ensambles + referencia

(desglosados en el archivo .stats que ipyrad genera como output), en el que se identificó una cantidad

anómala de loci excluidos por los filtros del programa. Posteriormente se estudió el mecanismo de

filtrado que se realiza durante los diferentes pasos del programa, destacando el paso 5, durante el cual

se utiliza un criterio de recuperación de cada base que depende de un valor de profundidad (base
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calling). Se sugirió que esta profundidad límite, determinada por los valores predeterminados de los

parámetros, podría no ser superada por los loci de las secuencias analizadas debido a la

subrrepresentación del DNA microbiano.

Al comparar los resultados de los ensambles GRe fcon el parámetro mindepth_majrule

modificado, el impacto positivo de la disminución del valor a 2 parece demostrar la

subrrepresentación que tienen los loci microbianos en el set de datos. Este fenómeno puede explicarse

como una consecuencia de la técnica empleada, ya que al preparar las librerías genómicas de RADSeq

de manera estándar, se parte de una mayor disponibilidad de DNA de los hospederos con respecto a la

de su microbiota, por lo que las lecturas microbianas tienden a tener una profundidad mucho menor

(Pereira-Marques et al., 2019). Además, esto cobra importancia en el área, debido al impacto de la

profundidad de secuenciación en la cobertura del metagenoma, entendida como el porcentaje de

información metagenómica recuperada de la comunidad microbiana, por lo que debe ser considerada

con el fin de generar una descripción más acorde a las comunidades reales (Sims et al., 2014;

Pearman et al., 2020).

El ensamble Denovo_97 se estableció como el modelo para la exploración de algunos grupos

de interés biológicos debido al éxito reflejado en la cantidad de loci y de taxa diferentes que recuperó.

Por su parte los ensambles denotados como DRef generaron resultados similares, sin alcanzar la

misma cantidad de loci microbianos o de interés biológico que el método de Denovo. Si bien el

método de novo - referencia presenta la ventaja de filtrar a aquellos loci similares a la referencia, es

decir, a un gran porcentaje de los loci de Arthropoda que con otros métodos de ensamble se descartan

hasta etapas posteriores del análisis (Fig 6), es posible que un porcentaje de los loci de interés

biológico se pierda desde el ensamble de loci en ipyrad, por lo que se realizó un análisis de BLAST de

la secuencia del genoma completo de D. pondeorase que se empleó como referencia.

Del análisis de la secuencia del genoma draft de D. ponderosae usada como referencia (Fig.

7), se reporta la posible influencia de secuencias asociadas a simbiontes o posibles contaminaciones.

Aunque las secuencias fúngicas encontradas en la secuencia de referencia pueden relacionarse con la

incompletitud del genoma publicado, esto debe tomarse en cuenta para prevenir que se filtre a una

parte de la comunidad microbiana de interés durante el proceso de ensamble. Cabe destacar que entre

los casi 300 loci fúngicos encontrados con más de 90% de similitud, únicamente uno de estos registró

un nivel mayor al 97% de similitud (Anexo 7), el cual corresponde al género Fusarium, que se

caracteriza por su abundancia en ecosistemas forestales, por su hábito saprófito entre la microbiota del

suelo y por incluir especies patógenas de plantas y animales (Ma et al., 2013). Dado este resultado, se

confirma que la naturaleza de la secuencia de referencia utilizada en este tipo de ensambles puede
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tener una influencia contraproducente para el sondeo de la microbiota si esta no mantiene una

integridad taxonómica certera, por lo que es importante considerar las condiciones en las que se

generan las secuencias genómicas. Esta es un área de oportunidad para realizar estudios enfocados

hacia ciertos simbiontes u hospederos que se desarrollará conforme se publiquen una mayor cantidad

de secuencias bien trabajadas. Incluso, de continuar desarrollándose este método y publicándose más

secuencias genómicas de diversos grupos, podrían realizarse ensambles + referencia de manera

sucesiva a partir de los taxa encontrados en cada uno de estos, para dirigir aún más cada búsqueda y

diseñar ensayos posteriores que confirmen la presencia de los loci de interés.

En general, los ensambles Denovo - Referencia recuperan menos loci que aquellos realizados

mediante el método Denovo (Fig 6) debido a la naturaleza de este ensamble, sin embargo DRef_95

recupera una mayor cantidad y diversidad de loci informativos y no informativos que Denovo_95.

Este fenómeno no se observa en los ensambles con un CT de 0.97 (Denovo y DRef), por lo que esto

puede indicar que 0.95 es un valor de CT ideal cuando se emplea la referencia del hospedero para

filtrar. Por otra parte el valor de CT de 0.97 resultó crítico en los ensambles Denovo, presentando una

diferencia de un orden de magnitud entre la cantidad de loci recuperados, este impacto demuestra la

sensibilidad que tienen algunos set de datos a los parámetros de ipyrad y la utilidad de un método

empírico adaptable a las condiciones de cada set de datos de RADSeq, del modelo y de los objetivos

de cada sondeo (McCartney-Melstad et al., 2019).

Por su parte los ensambles DPond, realizados con el método denovo - referencia y las

muestras de la especie de la secuencia genómica empleada como referencia (D. ponderosae),

demuestran las limitaciones de restringir un estudio a una menor cantidad de muestras de una misma

especie en contraste con múltiples muestras de diferentes especies. Las ventajas de priorizar el

número de muestras sobre la identidad de estas, han sido previamente reportadas en el ensamble de

lecturas metagenómicas para la identificación de bacterias (Jovel et al., 2016), lo cual sugiere que este

efecto se presenta también con los datos de RADSeq.

Determinación taxonómica

Uno de los pasos clave de este método consistió en seleccionar aquellas secuencias con más de 90%

de similitud con respecto a una base de datos, para su análisis posterior. Partiendo de la cantidad de

loci de phyla no informativos encontrados por el ensamble Denovo_97, es lógico cuestionarse cómo

explicar el porcentaje de coincidencias con phyla que no presentan una relación con el contexto

biológico de los hospederos. Aunque es posible relacionar la presencia de loci de Chordata con el
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sesgo de la bases de datos nucleotídica empleada o incluso con posibles contaminaciones antrópicas

de las muestras, la presencia de otros phyla descartados como Cnidaria, Echinodermata, Mollusca o

Porifera nos lleva a preguntarnos cómo influye el tipo de datos y las herramientas que propone este

método. Partiendo de los criterios más laxos empleados en los estudios de la microfauna y la

mesofauna asociada al suelo, es posible descartar a los phyla que se caracterizan por presentar un

tamaño de más de 2 mm por su poca probabilidad de encontrarse asociados a las especies de

Dendroctonus de menor tamaño, o bien por no habitar en ambientes terrestres como Dendroctonus

(Kampicher et al., 2009; Armendáriz-Toledano et al., 2018).

La dificultad asociada a la asignación taxonómica ha sido atribuida al sesgo de las bases de

datos empleadas, cuyo crecimiento depende de las tendencias de estudio en la ecología microbiana. A

menudo los análisis metagenómicos, los cuales no dependen de la selección de amplicones, se limitan

únicamente a la diversidad microbiana asociada a una muestra o incluso a la diversidad de organismos

procariontes. Esto puede relacionarse con el mayor número de diversidad calculada para estos grupos,

la cantidad considerable de taxa microbianos desconocidas por su incapacidad de ser cultivadas, la

capacidad de cuantificar gran parte de la diversidad eucariota mediante métodos tradicionales, o la

escasez de información genómica eucarionte disponible para este tipo de estudios (Escobar-Zepeda et.

al., 2015).

Además, se ha demostrado que el tamaño de las lecturas metagenómicas empleadas para la

asignación taxonómica puede tener una influencia significativa dependiendo del grupo que se busque

estudiar (Pearman et al., 2020). Esto representa una desventaja importante para el aprovechamiento de

la información de RADSeq debido al tamaño de los loci generados (~100 bp), ya que a pesar de que

es posible seleccionar un tamaño mínimo de las lecturas ensambladas entre los parámetros de ipyrad,

se prevé que esto puede reducir la cantidad de loci recuperados.

A medida que se ha desarrollado la metagenómica como una rama científica y una

herramienta fundamental en la ecología microbiana, han surgido también diferentes plataformas de

secuenciación que han permitido estudiar la influencia de propiedades técnicas como la longitud de

lecturas generadas. Los reads de tamaño más cortos, regularmente asociados a las plataformas de

secuenciación de segunda generación (~150 bp en pirosecuenciación), no son recomendados para la

caracterización de comunidades microbianas particularmente por la variabilidad de ciertos taxa en las

bases de datos (Wommack et al., 2008). Mientras que aquellos de tamaño mayor (125 - 300 bp en

plataformas Illumina) han demostrado tener un mejor desempeño para la clasificación de bacterias

que para los de taxa eucariotas. En contraste con esto, las lecturas de gran tamaño asociados a

plataformas de secuenciación de última generación (4 Kbp en Nanopore), a pesar de estar más sujetos
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a errores, son más útiles para lograr una clasificación exitosa de comunidades eucariotas e incluso han

sido señalados por su potencial utilidad para realizar clasificaciones a nivel de cepa o de linajes

subespecíficos en comunidades bacterianas (Pearman et al., 2020; Maguire et al., 2021).

La influencia que puede tener el tamaño de las lecturas dependiendo del grupo de estudio

puede ser explicado por múltiples factores, como puede ser el hecho de que los taxa bacterianos

presentan un menor grado de divergencia genética (aprox. 6% de identidad nucleotídica promedio,

ANI por sus siglas en inglés, a nivel genómico), mientras que en los grupos eucariotas no se ha

logrado definir más que en algunos loci de bajo nivel de divergencia, como es el caso del gen COI

mitocondrial (Pearman et al., 2020). Otro factor de gran importancia se refiere a la cantidad de

elementos repetitivos que es posible encontrar en plantas y animales a comparación de la relativa

simplicidad de los genomas fúngicos y procariotas, estos elementos repetitivos se encuentran

distribuidos entre diferentes taxa de estos dos reinos de manera muy conservada, por lo que suelen ser

“ignorados” por los algoritmos de los clasificadores, sin embargo, al emplear reads de tamaño corto y

de origen aleatorio como los de RADSeq, estos algoritmos son más propensos a fallar (Pearman et al.,

2020).

Al analizar los tamaños de las secuencias con las que se realizó la determinación taxonómica

de los dos principales ensambles de este ensayo, Denovo_97 y GRef_85_m2, se encontró una

tendencia hacia el valor de 97 pb con poca diferencia entre la desviación estándar de los diferentes

taxa en ambos grupos. Este resultado se relaciona con el método bajo el cual se construyó la librería

de RADSeq originalmente, el cual empleó un paso de sonicación mecánica y selección en gel para

posteriormente realizar la secuenciación pareada de ~125 pb. Si se toman en cuenta las bases

secuenciadas que corresponden a los adaptadores y los identificadores de las muestras, es posible

explicar las tendencias observadas en el tamaño de los loci de los diferentes taxa. Los únicos loci con

tamaño promedio anómalo que se detectaron pertenecen a Apicomplexa y Chlorophyta, recuperados

por el ensamble GRef_85_m2, pero dada su abundancia reportada de 2 o 1, pueden ser

estadísticamente descartables de este y futuros ensayos. A partir de esto se propone establecer un

criterio de dsicriminación a partir de la abundancia o tamaño de loci para futuros sondeos

metagenómicos como este.

Cabe señalar que el trabajo de Pearman y colaboradores de 2020, profundiza en el impacto

que puede tener el tamaño de las lecturas para la asignación taxonómica comparando las tecnologías

de secuenciación de segunda y tercera generación disponibles en la actualidad, con diferentes

softwares dedicados a esta tarea. A partir de estos análisis se concluye que el tamaño de las lecturas

tiene una influencia variable dependiendo del nivel taxonómico y del grupo que se busque identificar,
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particularmente la diversidad eucariota de plantas y animales presenta mayores problemas para ser

identificada a nivel de género a partir de lecturas cortas. Para bacterias y hongos, la recuperación

aumentó casi 80% cuando se usan lecturas de 1500 pb sobre las de 100 pb, mientras que para

animales y plantas se observaron tendencias similares con tamaños de lectura un poco más grandes, de

3000 pb para animales y 2500 pb para plantas, sin importar del software clasificador empleado.

Además, se encontró que en el caso de los reads de tamaño corto (~100 pb) de animales y

plantas, el software de asignación taxonómica Kraken 2 tiene un mejor desempeño que BLAST,

posiblemente debido a los parámetros sub-óptimos que se ha reportado que puede presentar este

programa con los fragmentos de tamaño pequeño (Pearman et al., 2020).

Taxa raros

Al observar la diversidad taxonómica obtenida por medio del ensamble más exitoso,

Denovo_97 (figura 8), se encuentran 67 categorías de phyla diferentes. Entre los phyla anómalos que

se descartaron por su poca relación con el contexto biológico de las especies de Dendroctonus

destacan aquellos mayoritariamente asociados a ambientes marinos, sin embargo, incluso entre los

phyla informativos es difícil establecer una relación directa entre los grupos encontrados y la mayor

parte de los loci asignados a familias u otros taxa.

En el caso de los loci asignados como plantas, bacterias y hongos se observa un fenómeno

análogo: la presencia de decenas de familias raras o bien, subrepresentadas entre los loci recuperados

por los diferentes ensambles. Algunos de los factores que se considera que tiene una influencia

importante en este resultado es el tamaño de los fragmentos de RADSeq y la composición de las bases

de datos empleadas en este trabajo (Pearman et al., 2020).

Otras técnicas de sondeo metagenómico como el metabarcoding han superado algunos retos

similares para caracterizar correctamente a los taxa raros mediante métodos de normalización o

enriquecimiento al construir las librerías. El estudio de estos taxa representa un reto para comprender

la dinámica de determinadas comunidades microbianas e identificar su posible función en estas

mismas (Hildebrand, 2021), sin embargo, es preciso señalar que los taxa mencionados como “raros”

encontrados en las secuencias de RADSeq de Dendroctonus, debido a la naturaleza heterogénea de

muestreo, no pueden ser explicados ni tratados con el mismo enfoque. Es posible que en el trabajo de

Holmes y Rabosky, enfocado únicamente en secuencias obtenidas de tejidos del hospedero, no se haya

enfrentado a una diversidad tan grande de taxa al tener un mayor control en el muestreo.
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Aunque no se hayan encontrado diferencias entre el tamaño de las secuencias clasificadas

como “taxa raros” y aquellas que mantienen una relación con el contexto biológico del género

Dendroctonus, o bien, pertenecen al propio escarabajo hospedero, es posible atribuir muchos de los

resultados inconclusos de la asignación taxonómica al tamaño de los loci y a la naturaleza de la base

datos empleada. Tomando en cuenta la presencia de elementos repetitivos compartidos entre múltiples

genomas eucariotas, particularmente de Plantas y Animales, y los tamaños de menos de 100 pb de las

secuencias empleadas para la asignación taxonómica (Tabla 4), es posible sugerir que los taxa de estos

dos reinos tienden a ser menos confiables, en especial cuando se busca llegar a niveles taxonómicos

de familia, género o especie (Pearman et al., 2020).

Comparaciones de diversidad

A lo largo de este trabajo se ha resaltado el potencial que esta metodología puede tener para

realizar sondeos de la diversidad microbiana de manera más accesible o incluso inmediata, a partir de

datos previamente publicados, no obstante, es importante ahondar en los supuestos asumidos al

cuantificar e interpretar los resultados obtenidos. La secuenciación de RADSeq posee inherentemente

un componente estocástico porque depende de digestiones enzimáticas cuya secuencia de corte suele

ser pequeña y común, para así obtener la mayor cantidad de loci posibles (Andrews, 2016, Schweyen

et al., 2014). El presente método se aprovecha de esta condición para identificar coincidencias con

simbiontes microbianos o con integrantes de la comunidad del hospedero (Holmes y Rabosky, 2018),

por lo que al comparar las abundancias de ciertos loci en las diferentes especies de escarabajo y al

proponer relaciones ecológicas con los taxa encontrados, se conserva el valor exploratorio de estos

resultados.

De igual manera, estas circunstancias también fueron determinantes para reconocer los

alcances del análisis. Las implicaciones de intentar describir a las comunidades ecológicas o de

proponer posibles eventos de coevolución a partir de las cantidad de loci reportado en cada muestra de

escarabajo son profundas. El control de las condiciones asociadas con las técnicas de biología

molecular y los análisis bioinformáticos puede parecer sencillo, pero se sugiere que este depende

profundamente del desarrollo de este método en sus diferentes etapas.

Consideraciones ecológicas

Entre los múltiples phyla encontrados destacan algunos por su cantidad y por su relevancia en

el acervo biológico reportado de las diferentes especies de hospederos. Al concentrarnos en los
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ensambles más exitosos, observamos diferencias en la cantidad de loci asignados a determinados

grupos seleccionados por la relación biológica que mantienen con Dendroctonus.

Fungi

En cuanto a la relación simbiótica entre hongos y escarabajos, se destacaron dos métodos de

ensamble: Denovo por haber reportado una mayor diversidad de taxa (todos los phyla que integran a

el reino Fungi a excepción de Glomeromycota) y a GRef con el parámetro mindepth_majrule

disminuido a 2, por la gran cantidad de loci fúngicos que recuperó. Además, la mayor parte de los loci

recuperados por este último método coincidieron con la especie de la secuencia de referencia

empleada: Grosmannia clavigera. Este resultado concuerda con las condiciones del método, el cual

limita la búsqueda a aquellos loci con mayor similitud a la secuencia de referencia, además de indicar

que los loci fúngicos están presentes a un nivel bajo de profundidad de secuenciación. Como se

discutió anteriormente, es posible que estos loci provengan de otros simbiontes micangiales

relacionados filogenéticamente con G. clavigera, sin embargo, al ser esta la única especie de la

familia Ophiostomataceae cuyo genoma ha sido publicado en la base de datos del NCBI, la mayor

parte de las coincidencias son representadas por ella.

Al analizar la distribución de loci encontrados por GRef_85_m2, se encontró que la mayor

parte de los loci fúngicos, pertenecientes a Ophiostomateceae, se distribuían entre D. jeffreyi, D.

mexicanus y D. brevicomis (Fig. 16). Estas últimas dos especies presentan micangio protorácico,

mientras que D. jeffreyi y su grupo filogenético, caracterizados por presentar un micangio maxilar, se

caracteriza por albergar específicamente a G. clavigera (DiGustini, 2019).

Las otras nueve familias fúngicas encontradas por GRef_85_m2 pueden parecer descartables

debido al bajo número de loci recuperados y la cantidad de muestras de escarabajo en donde se

encontraron, sin embargo la posibilidad de encontrar coincidencias con especies simbiontes cuya

secuencia genómica se encuentre publicada, puede abrir la puerta a realizar más ensambles con el

método + referencia. Estos ensambles posteriores pueden ser de utilidad para localizar nuevos loci

asociados a esta especie de referencia en otros hospederos o bien, para expandir el estudio y la

diversidad de taxa sondeados. Dicho proceso de ensambles “en cadena” podría ser viable en un futuro,

tanto por el bajo costo computacional, como por el crecimiento acelerado de las bases de datos de

referencia.
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Del total de secuencias agrupadas por Denovo_97 sólo el 0.11% (216 loci) se identificaron

como loci fúngicos. Al igual que en los resultados anteriores, nuevamente se identificó a Ascomycota

como el phylum más numeroso de este reino, seguido por Basidiomycota y Mucoromycota. La familia

de ascomicetos simbiontes obligados reportada previamente en casi la mitad de las especies de

Dendroctonus estudiadas, Ophiostomataceae, se encuentra subrepresentada ante otras familias como

Saccharomycetaceae. Mientras que de Ophiostomataceae se encontraron sólo 2 loci, de

Saccharomycetaceae se encontraron 31, esto puede estar relacionado una vez más con el

aprovechamiento que tienen algunas especies de Saccharomycetaceae en la industria biotecnológica y

la influencia que puede tener esto en su estudio y en la publicación de sus secuencias en la base de

datos del NCBI.

Entre los phyla fúngicos encontrados por Denovo_97 se reportó a Ascomycota como el más

abundante de estos, cuya distribución se concentró principalmente en D. frontalis con 67 secuencias

homólogas, D. micans con 60 y D. mexicanus con 59. A pesar de que dos de estas especies presentan

micangio protorácico (D. frontalis y D. mexicanus), al explorar los géneros con más de 97% de

similitud encontrados por Denovo_97, sólo se encontraron 12 secuencias homólogas correspondientes

al género Ophiostoma (Fig. 17), el cual incluye a algunas especies de simbiontes micangiales,

distribuidas en su totalidad en este ensayo en D. ruffipenis.

El único representante de Saccharomycetaceae con un porcentaje de similitud de más de 97%

encontrado fue Saccharomycopsis (Fig. 17), representado por 3 secuencias homólogas en D.

ponderosae, D. murrayanae y D. ruffipenis. Este género ha sido previamente reportada en D.

ponderosae, D. valens y D. simplex (Lou et al., 2014; PO et al., 2006; Durand, 2018) y se cree que

puede mantener interacciones funcionales con su hospedero tales como la degradación de compuestos

vegetales complejos o el metabolismo de hormonas relacionadas con la atracción de escarabajos de la

misma especie o la repulsión de posibles competidores  (Briones Roblero et al., 2016).

También se reportó la presencia de 4 secuencias homólogas en el género Microsoporidium en

D. adjunctus, el cual si bien no ha sido reportado previamente en este género, sí se han encontrado en

D. micans, D. pseudotsugae y D. frontalis como patógenos intracelulares de estas especies cuyo

impacto puede llegar a variar mucho dependiendo de la población y la especie de escarabajo infectada

(Yaman et al., 2008; Weiser, 1970, Knell y Allen, 1978). No se encontraron géneros de Basidiomycota

con al menos 97% de similitud.
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Plantae

Al explorar el phylum Streptophyta que incluye a plantas vasculares y no vasculares, con el

fin de evaluar la presencia de DNA asociado a la ingestión de tejido vegetal de pináceas por la cual es

conocido este género, se encontraron resultados inconclusos (Fig. 13). Si bien el 3.67% (1,998 loci)

del total de secuencias agrupadas en el ensamble Denovo_97 fue asignado a este grupo, la diversidad

de familias vegetales encontradas, dificulta la formulación de hipótesis sobre la presencia de DNA en

el sistema digestivo de los escarabajos debido a su dieta herbívora. Es probable que algunas familias

dominantes en el ensamble Denovo_97 como Fabaceae, Malvaceae o Solanaceae se puedan relacionar

con la sobrerrepresentación que existe de estos taxa en la base de datos del NCBI, principalmente

porque estas familias contienen representantes de importancia económica y agrícola altamente

estudiados.

Las especies con mayor concentración de secuencias homólogas provenientes de los 1,998

loci de Streptophyta recuperados por Denovo _97, fueron D. micans con 905 secuencias homólogas,

D. valens con 703 y D. frontalis con 505 (Fig. 15). Entre las familias encontradas por este ensamble,

la más numerosa fue Fabaceae con 442 loci, mientras que en Pinaceae, típicamente infectada por estos

escarabajos, se encontraron únicamente 34 loci (Fig. 13). Entre estos 34 loci correspondientes a

Pinaceae, se encontraron 124 secuencias homólogas del género Pinus con más de 97% de similitud y

repartidas entre seis especies de Dendroctonus (D. terebrans, D. murrayanae, D. micans, D. valens,

D. rufipennis y D. approximatus por orden de abundancia) así como 45 secuencias homólogas del

género Picea presentes en seis especies (D. micans, D. terebrans, D. rufipennis, D. punctatus, D.

valens y D. approximatus). Estos dos géneros, al igual que Solanum, destacan por su abundancia en

comparación con los otros 14 géneros de Streptophyta con un 97% de similitud que solo obtuvieron

menos de una decena de secuencias homólogas (p ej: Vitis, Cucumis, Arachis, Pyricularia, Anticlea y

otros presentes en el Anexo 6).

De acuerdo con la literatura, D. terebrans, D. valens y D. approximatus infectan diferentes

especies del género Pinus, mientras que D. micans, D. murrayanae, D. punctatus y D. ruffipenis son

especies que pertenecen al mismo clado y que sólo pueden infectar al género Picea. Es posible que se

encontraran loci de ambos géneros de pináceas repartidos entre especies que infectan sólo a uno de

ellos debido a la proximidad filogenética de los árboles infectados y a la resolución de la

determinación taxonómica a partir de RADSeq (Germandt et al., 2008).

A pesar de que se ha logrado recuperar exitosamente DNA ambiental proveniente de

interacciones entre plantas e insectos como eventos de polinización rastreados a partir de muestras de
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miel (Hawkins et al., 2015; De Vere et al., 2017), el estudio de DNA vegetal asociado a muestras

fecales de animales se ha restringido únicamente en grupos de talla grande debido a las dificultades de

muestreo (Banerjee et al., 2021). También se deben tomar en cuenta otros factores como la naturaleza

del tejido vegetal del que proviene el DNA, ya que esto puede jugar un papel importante en la

recuperación de secuencias. En el caso de las especies de escarabajo que se alimentan parcialmente

de corteza externa, puede reducirse la posibilidad de identificar DNA del árbol infectado, además de

que estos tejidos pueden contener metabolitos secundarios no digeridos por el insecto que se unen al

DNA vegetal e imposibilitan su secuenciación (Echevarría-Machado et al., 2005). A pesar de que la

nutrición de las etapas larvales más tempranas de todas las especies del género depende del floema,

algunas especies de Dendroctonus se caracterizan por desarrollarse de manera casi independiente a

este tejido vegetal, tales como D. brevicomis, la cual sólo se alimenta brevemente del floema antes de

mudarse a la corteza, y D. approximatus, cuyas larvas se desarrollan completamente a partir de

corteza externa. Otras especies del grupo filogenético V como D. adjunctus, D. mexicanus y D.

frontalis también se alimentan parcialmente de la corteza externa durante la etapa adulta (Six et al.,

2019).

Al analizar de manera general los sondeos realizados para el phylum Streptophyta a partir de

los ensambles Denovo y DRef, es lógico cuestionarse el origen de más de 70 familias que no parecen

mantener una relación biológica más directa que la familia de árboles infectados, Pinaceae. Estos

resultados confusos pueden atribuirse nuevamente al problema universal derivado del estado de las

bases de datos nucleotídicas o bien, relacionarse con el tamaño reducido de los loci que se recuperan

por medio de RADSeq. Se ha demostrado que este puede jugar un papel crucial en la identificación de

grupos multicelulares, en particular aquellos de genomas complejos, de gran tamaño y con gran

cantidad de elementos altamente repetitivos como los de las plantas (Pearman et al., 2020; Wommack

et al., 2008).

Bacteria

El Dominio Bacteria, caracterizado por contener una diversidad taxonómica y metabólica

difícil de estimar (Locey y Lennon, 2016) fue mayormente representado en este estudio por phyla

como Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria y Tenericutes, en orden de abundancia recuperada

por Denovo_97. La dominancia del phylum Proteobacteria, particularmente a nivel de género,
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concuerda con los estándares de diversidad en microbioma de insectos y con los estudios de

microbioma central de este género (Kajtoch y Kotáskova, 2018; Hernández-García, 2017).

Entre las familias de Proteobacteria sondeadas en Denovo_97, la más numerosa fue

Pseudomoniaceae, la cual ha sido reportada como parte del microbioma central del género

Dendroctonus y fue corroborada al encontrarse en 14 de las 17 especies de este estudio (destacando a

D. micans, D. mexicanus y D. rufipennis como la más abundante y exceptuando únicamente a D.

simplex, D. punctatus y D. pseudotsugae) (Fig 17). Dentro de esta familia se han encontrado linajes

aislados que son capaces de degradar celulosa, lípidos, enlaces éster, almidones y xilenos

(Briones-Romero et al., 2017).

La segunda familia de proteobacterias más numerosa fue Yersiniaceae, distribuida en todo el

género pero mayormente concentrada en D. approximatus, D. armandi y D. brevicomis. Múltiples

integrantes de esta familia han sido reportados como componentes principales del ectomicrobioma,

particularmente de la comunidad bacteriana que habita en la cutícula de especies como D. simplex

(Durand et al., 2015) y del bactecterioma intestinal de D. frontalis (Vasanthakumar et al., 2006). Cabe

destacar que algunas especies de esta familia han sido utilizadas como modelos en el estudio de la

transmisión horizontal de simbiontes en artrópodos, por lo que su presencia a lo largo del género

puede verse justificada por este fenómeno y por la falta de estudios de las comunidades microbianas

de algunas especies de Dendroctonus (McAnally, 2016).

También se identificó a Moraxellaceae como una de las familias más abundantes,

particularmente concentrada en D. frontalis con 1,059 secuencias homólogas, seguida por D. micans

con sólo 17 y por el resto del género. Esta familia ha sido estudiada en algunas especies de la familia

Curculionidae por su papel como degradador de azúcares complejos (Setiawan et al., 2017), además

se han encontrado ejemplares de esta familia, como Acinetobacter en D. adjunctus, D. approximatus,

D. brevicomis, D. frontalis y D. mexicanus, y Moraxella, anteriormente encontrada en D. mexicanus

(Hernández-García et al., 2017). El género Acinetobacter se encontró entre los loci con 97% de

similitud, particularmente debido a 628 secuencias homólogas concentradas en las muestras de D.

frontalis (Fig. 18, Anexo 6).

Otras familias destacadas por su abundancia de loci, tales como Anaplasmataceae (533),

Eriwiniaceae (491) y Enterobacteriaceae (267) han sido previamente reportadas como integrantes de

importancia funcional en este género y en otras comunidades microbianas huéspedes de escarabajos

de la subfamilia Scolytinae. A pesar de que de la familia Anaplasmataceae se identificó al género de

mayor abundancia, Wolbachia, no se observó el mismo fenómeno con Erwiniaceae y

Enterobacteriaceae. Es posible que esto se deba a la diversidad de loci que no llegan a ser clasificables
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a nivel de especie (con más de 97% de similitud) o a la subestimación que se ha sugerido que puede

tener esta última familia en la microbiota intestinal de escarabajo,s al no ser identificada

correctamente con los métodos de estudio disponibles  (Ceja-Navarro et al., 2015).

Se encontraron todos los géneros representantes del microbioma central de Dendroctonus

entre las secuencia consenso con más de 97% de similitud recuperados por Denovo_97, enlistados de

mayor a menor por su abundancia: Pseudomonas, Rahnella, Serratia, Pantoea, Raoultella y

Enterobacter. Algunos otros géneros de proteobacterias encontrados por este ensayo pertenecientes al

microbioma central relajado incluyen Erwinia, Acinetobacter y a representantes de la familia

Enterobacteriaceae (Hernández-García et al., 2018). Entre algunas características metabólicas que se

han encontrado por medio de cultivos aislados de estos simbiontes destacan Pseudomonas y Raoutella

por su capacidad de fijar nitrógeno atmosférico (Morales-Jimenez et al., 2009; Morales-Jimenez et al.,

2011), Serratia, Rahnella y Pseudomonas por degradar compuestos de defensa relacionados con las

pináceas hospederas del escarabajo (Xu et al., 2016), Acinetobacter por su actividad lipolítica y

esterasa y Erwinia por su papel en la síntesis de la feromona de agregación “verbenona” (Xu et al.,

2015).

Otro de los géneros más destacados por su abundancia en el ensayo fue Wolbachia, el cual ha

sido profundamente estudiado por su relación ecológica como endosimbionte cosmopolita de otros

artrópodos y nemátodos hospederos. De acuerdo a análisis estadísticos, al menos 20% de las especies

de insectos existentes a nivel global son susceptibles a ser infectadas por este género de

α-proteobacterias (Hilgenboecker et al., 2008). Además, sólo en el 0.15% de las especies de

escarabajos conocidas se han hecho estudios para registrar la infección de Wolbachia, destacando a las

familias Curculionidae y Chrysomelidae como las más estudiadas y que concentran un mayor número

de infecciones reportadas (Kajtoch y Kotáskova, 2018). A pesar de que este género de bacterias ya

había sido previamente reportado como simbionte mutualista o comensal en múltiples especies de

Dendroctonus, la posibilidad de identificar loci con potencial patógeno a partir de datos altamente

accesibles como los de secuenciación de genoma reducido, representa un área de oportunidad para

arrancar investigaciones sobre el manejo de especies silvestres problemáticas poco estudiadas. La

gran mayoría de las secuencias homólogas de este Wolbachia (1,734) se concentraron en D.

pseudotsugae, con sólo menos del 15% asociados a D. ponderosae y D. punctatus. Esta bacteria había

sido reportada únicamente en D. ponderosae (Lachowsky et al., 2015), por lo que de confirmar su

presencia en las otras dos especies huéspedes, este trabajo demostraría su potencial para proponer

nuevas búsquedas y registros.
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Al comparar el patrón de agrupación en la distribución de loci de las familias de

Proteobacteria del ensamble Denovo_97, con las relaciones filogenéticos reportadas por Godefroid y

colaboradores en 2019, se encontró que pocas especies se agruparon con sus grupos filogenéticos, por

ejemplo D. rhizophagus, D. terebrans y D. valens del grupo VI a nivel de phyla (Fig 15) y estas

mismas a nivel de familia (Fig 17). Estos resultados coinciden con el sondeo de las comunidades

bacterianas estudiadas a lo largo del género mediante secuenciación de amplicones de 16 rRNA, los

cuales concluyeron que la mayor parte de la microbiota bacteriana se encuentra distribuida de manera

general a lo largo de las especies consideradas, sin reflejar eventos claros de coevolución

(Hernández-García et al., 2017).

Además de los patrones de asociación por los que se organizaron a las especies de

Dendroctonus, en los mapas de calor con diferentes dendrogramas (Fig 15, 17 y 18) se puede ver

reflejada la similitud en las condiciones ecológicas que comparten estas poblaciones del género en

lugar de una historia co-evolutiva en común, por ejemplo, la especie de árbol hospedero en el caso del

nodo formado a partir de las familias de proteobacterias (Yersianaceae) compartidas entre D.

approximatus, D. brevicomis, D. ponderosae y D. armandii (Fig 17). Si bien estas cuatro especies

infectan a árboles del género Pinus, la dificultad de realizar estas abstracciones a partir de un set de

datos previamente publicado radica en la ausencia de datos claves como la especie de árbol huésped,

la altitud en la que se colectó cada muestra, la época del año o el estadío pre o post-emergente de estas

mismas (Anexo 9) (Alberdi et al., 2020).

Otro ejemplo de este problema radica en el rango altitudinal en el que habitan las especies que

integran este mismo nodo: D. approximatus (1600 -3200 msnm), D. brevicomis (1100-3300 msnm),

D. ponderosae (2400-2500 msnm) y D. armandii (1700-2500 msnm) se sobrelapan en un rango

pequeño mayormente restringido por D. ponderosae, sin embargo al no contar con los datos exactos

es difícil atribuir las similitudes en abundancia de proteobacterias a este factor de importancia

ecológica (Armendáriz-Toledano et al., 2018; Wang et al., 2010). Habiendo tomado esto en cuenta, es

posible sugerir que la naturaleza aleatoria de los datos trabajados y las similitudes entre la ecología de

algunos de estas especies, son potencialmente responsables de la distribución de los loci de interés

entre las especies de Dendroctonus.

Al analizar el total de categorías de familia de Proteobacteria identificadas por este método, es

muy valioso destacar la abundancia de las categorías no family y multiple, la cual supera incluso a la

familia más abundante, Pseudomonaceae. Al indagar en estos resultados es posible relacionarlos con

los principales problemas que se han identificado en los métodos de asignación taxonómica en

bacterias. El rezago histórico por el que ha pasado este grupo debido a la dificultad de su aislamiento
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por medio de cultivos y a su tendencia a divergir genéticamente rápido (Rosselló-Mora y Amann,

2015; Konstantinidis y Roselló-Mora., 2015) puede parecer la explicación más directa de la

prevalencia de estas categorías de familia, sin embargo, otros factores como el estado de curación y el

sistema taxonómico empleado en las bases de datos taxonómicas también tienen una influencia

importante (Cochrane et al., 2016; Taylor, 2011). Hoy en día se han propuesto filogenias novedosas

que desafían sustancialmente a la taxonomía en los dominios procariontes gracias a las aportaciones

de las tecnologías de secuenciación de nueva generación durante las últimas décadas (Parks et al.,

2018; Rinke et al., 2021). Estos hallazgos en materia de sistemática microbiana suelen aplicarse a

bases de datos especializadas, por lo que el uso de bases de datos exhaustivas como la del NCBI o la

del EMBL para fines metagenómicos enfocados se mantiene limitado. El emplear otros clasificadores

alternos asociados a bases de datos microbianas puede traer consigo una clasificación más precisa,

especialmente para estudios que busquen alcanzar una resolución a nivel de cepas o evitar la

abundancia de etiquetas como no taxa o multiple (Cochrane et al., 2016; Konstantinidis y

Rosselló-Mora., 2015). .

A partir de estas complicaciones con la determinación taxonómica se ha mantenido al gen

ribosomal 16S como una herramienta efectiva y accesible, sin embargo para realizar la clasificación a

nivel de especie y de cepa a partir de este código de barras en algunas ocasiones se requiere de la

integración completa de regiones variables claves de este mismo gen y del desarrollo de algoritmos

computacionales efectivos (Fiannaca et al., 2018). Cuando se emplean secuencias metagenómicas

“shotgun”, la clasificación se ve mejorada al incluir regiones más disímiles de las comunidades

bacterianas, es decir, más fáciles de discriminar (Jovel et al., 2016). Se ha propuesto en este caso, al

emplear lecturas provenientes de diferentes loci, realizar un ensamble de la mayor cantidad de

lecturas en fragmentos más grandes o contigs puede resultar muy beneficioso para su clasificación,

incluso si estas lecturas provienen de diferentes muestras (Jovel et al., 2016), tal como se ha realizado

en este trabajo con RADSeq.

Algunos otros phyla bacterianos destacados por su relación con la microbiota del género

Dendroctonus incluyen a Firmicutes con 196 loci, y Actinobacteria con 45. Algunos géneros

pertenecientes a los phyla de bacterias Firmicutes (Paenibacillus, Clostridium, Anaerococcus,

Microbacterium, y Exiguobacterium) ,y Actinobacteria (Propionibacterium, Curtobacterium,

Turicella, Corinebacterium, y Micrococcus) han sido previamente reportados como los grupos más

abundantes de la microbiota a lo largo del género Dendroctonus, sólo superados por Proteobacteria

(Hernandez-García et al., 2017), sin embargo no fue posible identificar loci a nivel de género

pertenecientes a estos phyla por medio de este sondeo.
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Por otra parte, se encontraron 208 loci de Apicomplexa en este estudio, los cuales pueden

relacionarse con géneros de neograrinas parásitas como: Matesia, reportada previamente en D.

micans, o bien con otros géneros de parásitos presentes en otras especies de escarabajos

descortezadores (Yaman y Radek., 2015).

Nematoda

Uno de los grupos que frecuentemente es descartado de los estudios de la microbiota,

posiblemente debido a la dominancia de estudios de metabarcoding de bacterias, es el phylum

Nematoda. Estos organismos han sido señalados como un componente esencial para la comprensión

de las relaciones ecológicas que mantienen múltiples poblaciones de Dendroctonus, e incluso han sido

propuestos como una posible área de oportunidad para el diseño de estrategias de control biológico

debido a su papel parasítico (Mills, 1983).

Cuando se analiza el patrón de asociación de los loci de Nematoda entre las diferentes

especies (Fig. 15), D. adjunctus resalta como la especie con una mayor abundancia. Este resultado

puede ser relacionado con estudios en los que se han encontrado hasta 20 especies de nemátodos en

un sólo ejemplar de esta especie de escarabajo (Massey,1966), sin embargo, en múltiples integrantes

de los grupos filogenéticos III, IV y V se ha reportado una relación frecuente con este phylum

(Hofstatter, 2015).

Entre los 463 loci de nemátodos encontradas por el ensamble Denovo_97, la familia más

abundante fue Rhabditidae, la cual alberga muchas especies de endocomensales de artrópodos. Esta

familia también contiene al género de nemátodos (>97% de similitud) con un mayor número de

coincidencias: Caenorhabditis (Fig 17), cuya sobrerrepresentación en la base de datos nucleotídica del

NCBI con respecto al resto del especies de este phylum puede estar íntimamente relacionada con este

resultado. Es probable que el material genético de algunos de los simbiontes de la familia Rhabditidae

que han sido previamente reportados en Dendroctonus (Carta et al., 2010; Thong y Webster, 1983) se

alineara con mayor facilidad en contra de las secuencias de referencia de C. elegans disponibles en la

base de datos.

Además se encontraron otros dos géneros de nemátodos débilmente representados entre las

diferentes especies de Dendroctonus: Ditylenchus y Trichinella con dos y un loci respectivamente. Se

ha reportado que ejemplares de Ditylenchus pueden ser depredadores de las larvas de D. valens y D.

frontalis, dos de las seis especies en las que se encontraron secuencias homólogas de este género, por
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lo que se asume que estos nemátodos pueden ser encontrados en el mismo hábitat de diferentes

poblaciones de Dendroctonus (Rose, 1996).

Perspectivas

El presente estudio describe una aplicación de herramientas bioinformáticas generalizadas

para el aprovechamiento de datos de RADSeq previamente generados, con el fin de realizar sondeos

de la diversidad en la microbiota de insectos. El potencial de este método radica en la exploración de

la microbiota de grupos para los que difícilmente existen secuencias genómicas disponibles o bien,

datos de secuenciación de la microbiota generados por metabarcoding o secuenciación shotgun. La

capacidad de tener este acercamiento previo a los grupos microbianos, o de interés biológico, puede

ayudar a construir hipótesis sobre la distribución de la microbiota a lo largo de hospederos

filogenéticamente relacionados (poblaciones o múltiples especies de un género) o bien, a realizar

diseños experimentales enfocados en el aislamiento por medio de cultivos, o el estudio expandido de

la microbiota, o el DNA ambiental asociado a hospederos poco estudiados.

Una de las principales pruebas que requiere este método para soportar con mayor firmeza su

potencial, es la confirmación de los resultados encontrados, es decir de los loci asignados a diferentes

grupos, por medio de una técnica alternativa como PCR dirigida o secuenciación de amplicones a

partir hospederos provenientes del mismo muestreo. Además de utilizarse como un enfoque

metagenómico para acercarse a grupos de interés por medio de datos de RADSeq, es conveniente

tomar en consideración los siguientes rubros.

También se considera la posibilidad de realizar la búsqueda por medio de BLAST loci en

particular de algunos grupos de interés y buscar si corresponden con alguna región en particular que

sirva, por ejemplo, para diseñar primers o sondas y hacer otro tipo de estudios.

La capacidad de realizar análisis cofilogenéticos a partir de un tipo de secuenciación tan

accesible como el RADSeq destaca entre las etapas más relevantes de este trabajo, por lo que su

optimización y la posterior confirmación de las hipótesis generadas por medio de este tipo de sondeo

deben ser tomadas en cuenta al reproducirlo.

Recomendaciones del muestreo y la obtención de secuencias

Para considerar a RADSeq como una secuenciación parcial del metagenoma, sería necesario

reducir la variación en los diferentes niveles de complejidad implicados en el muestreo. Esto se refiere
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a la localidad de origen, la edad de los hospederos, el tiempo en el que se colectan e incluso la

cantidad de información genómica que se posee del hospedero para ocupar como filtro y quedarse

sólo con la información de la comunidad microbiana simbionte. Esto puede pensarse como un trade

off de la búsqueda de secuencias del microbioma en RADseq, ya que es posible ocupar set de datos

provenientes de muestras heterogéneos como muestras de diferentes especies, localidades o de

colecciones; sin embargo se debe tener cuidado al proponer su papel como integrantes del

microbioma, ya que no se cuenta con la resolución necesaria para realizar una asignación taxonómica

profunda ni con el control de las variables ambientales.

El estado de conservación de las muestras juega un papel crucial en este método, ya que se ha

reportado que al emplear tejidos de vertebrados, las muestras deben contener al menos 40,000

secuencias identificables para empezar a rastrear loci metagenómicos (Holmes y Rabosky, 2018), lo

cual puede ser una limitante al trabajar con muestras provenientes de museo o de condiciones poco

óptimas. Al realizar un diseño experimental para la exploración de secuencias de RADSeq, es

importante replicar las prácticas de muestreo recomendadas para mantener un rigor estadístico, tales

como contar con la mayor cantidad de ejemplares de la misma especie o población, procurar que los

replicados provengan de un mismo sitio de colecta y siempre reportar la información completa sobre

las condiciones de muestreo (Ballare et al., 2018).

Partiendo de las dificultades que tiene trabajar con material fresco de una gran cantidad de

grupos de interés ecológico, es importante tomar en cuenta diferentes métodos para procurar una

mejor preservación del material genómico del insecto y de su microbiota. La discusión sobre el mejor

método de preservación para la secuenciación del microbioma de insectos se ha mantenido abierta. Se

ha reportado que el mejor método para obtener una representación mayor de comunidades bacterianas

se obtiene al emplear ejemplares frescos, sin importar el empleo de técnicas de disección del sistema

digestivo (Yang et al., 2021; De Cock et al., 2019). Al comparar los métodos de preservación de las

muestras se han encontrado resultados diversos, se ha comparado la influencia de los métodos de

conservación en la secuenciación de amplicones bacterianos de hemípteros cuyo DNA fue extraído

del individuo completo, en particular en dos plataformas, Illumina y PacBio. En ambos casos se

reporta una mejor representación de la comunidad microbiana al preservar los ejemplares en bromuro

de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y en etanol al 99% que al ocupar otros métodos como el secado

por aire o el medio RNALater (Yang et al., 2021). Sin embargo también se ha encontrado que la

preservación de moscas de la fruta (Diptera) en etanol al 70% a -20 °C entre 12 y 18 semanas puede

tener también un efecto negativo en la secuenciación de amplicones. En particular se encontró una
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abundancia menor de taxa dominantes y de taxa raros a comparación con la secuenciación a partir de

ejemplares frescos (De Cock et al., 2019).

Aún es necesario comparar el efecto que puede tener la secuenciación de tejidos específicos

en insectos en comparación a la de la digestión de los individuos completos, como se realizó en este

trabajo, sin embargo de acuerdo a los resultados del trabajo de Holmes y Rabosky del 2018, la

secuenciación de RADSeq a partir de diferentes tejidos de reptiles no parece tener un efecto en la

cantidad de loci microbianos recuperados.

Por último, es claro que las condiciones del ensayo como la construcción de la librería

genómica y la plataforma de secuenciación elegida tienen un impacto significativo dependiendo de los

objetivos del sondeo y la resolución taxonómica que este aspire alcanzar. Aunque el estudio de la

microbiota a partir de este tipo de datos representa un reto y es posible también seleccionar el tamaño

de las lecturas ensambladas por ipyrad al definir los parámetros de los ensambles, por lo que se

sugiere que estas variables deben ser evaluadas para diseñar futuros sondeos.

Recomendaciones técnicas

Una de las principales observaciones que deben tomarse en cuenta al implementar este método para

sondear la diversidad microbiana asociada a datos de RADSeq, es la cantidad de recursos

computacionales que se le asigna a la segunda parte de este método, en lo particular a los análisis de

BLAST y en menor medida, a la asignación taxonómica realizada en R con el paquete taxize. Aunque

es conveniente realizar análisis de optimización computacional para los procesos más exigentes que

propone este método, a continuación se presentan algunas recomendaciones sobre este tema.

Los resultados preliminares a partir de los cuales se evaluaron múltiples tipos de ensamble

fueron realizados con sólo 2 de los cores disponibles en el clúster de supercómputo de CONABIO que

fue proporcionado para trabajar inicialmente este proyecto. No obstante, al realizar nuevamente estas

pruebas con al menos 16 cores en Miztli, el clúster de supercómputo de la UNAM, se encontraron

resultados extremadamente favorables con los ensambles Denovo y DRef. Es importante contrastar

que en los ensambles de GRef no se observó cambio alguno al asignarle un número diferente de cores

a la prueba de BLAST, por lo que el potencial de ensamblar los datos empleando como referencia

secuencias del genoma completo de simbiontes previamente reportados puede ser muy alto cuando los

recursos técnicos son limitados.
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Algunos estudios de optimización computacional asociados al uso de BLAST en clusters de

supercómputo, han encontrado un desempeño desfavorable mediante la paralelización del trabajo

estándar que ofrece el programa. Este proceso está limitado únicamente entre múltiples cores de una

sóla computadora (nodo), por lo que se propone la integración de softwares adicionales llamados

“wrappers” diseñados para la resolución de esta limitante y la aceleración del proceso al repartir las

secuencias y la base de datos entre los múltiples nodos que pueden integrar un clúster de

supercómputo (Yim y Cushman, 2017). La optimización de este proceso cobra aún mayor importancia

al emplear archivos multi-fasta de gran tamaño como los que se generan por medio de algunas de las

estrategias de ensamble propuestas (de novo, de novo -ref), las cuales pueden no generar un output

completo de no contar con los recursos computacionales necesarios.

De igual forma se considera crucial el asignar suficientes de recursos computacionales a la

segunda parte del script publicado por Holmes en el 2018, con la cual se recuperan los ID’s generados

por medio de la prueba de BLAST para realizar una asignación taxonómica en todos los niveles de

cada loci con un porcentaje de similitud de al menos 90%. Aunque esta parte del trabajo se realizó en

una computadora personal de capacidad promedio (8 GB de RAM y procesador de 4 núcleos), es

importante permitir que este se complete sin interrupciones o tareas paralelas debido a la sensibilidad

que este programa tiene al realizar la clasificación de los ID’s y a la posibilidad de interpretar un

output incompleto como resultado debido a la dificultad de analizar y comparar archivos de tamaño

masivo.

Aunque el desarrollo de este método está sujeto a determinados recursos tecnológicos, el

presente trabajo deja claro su potencial exploratorio y sienta las bases para expandir el tipo de

inferencias o hipótesis biológicas que se pueden rescatar del mismo. Durante los últimos años, la

cantidad de datos bioinformáticos generados a nivel global ha crecido desmedidamente, por lo que

parece oportuno promover su aprovechamiento y su relación con problemas biológicos vigentes como

el manejo de los escarabajos descortezadores.

CONCLUSIONES

● Se analizaron secuencias de RADSeq asociadas a diecisiete especies del género

Dendroctonus provenientes de muestreos independientes en Norteamérica y Eurasia. Por

medio de diferentes métodos de ensamble de secuencias, se encontraron 9,704 loci

considerados como informativos, ya sea por su posible papel como integrantes del

microbioma o por su relación con el entorno biológico de estos escarabajos.
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● Entre los diferentes métodos de ensamble propuestos, el ensamble de novo con un

valor de CT alto (0.97) permite encontrar una mayor cantidad de loci y una mayor diversidad

de taxa.

● Los ensambles Denovo - referencia tienen un mejor desempeño con un valor de de

CT de 0.95, sin embargo este método se ve sujeto a la calidad de la secuencia genómica de

referencia utilizada por lo que la posibilidad de realizar estudios más enfocados a partir de un

catálogo más amplio y mejor trabajado de secuencias de referencia se mantiene abierta.

● El realizar estos análisis a partir de una mayor cantidad de muestras parece tener un

efecto más relevante en la recuperación de loci metagenómicos que la identidad específica de

las muestras, como se ejemplifica con los ensambles DPond.

● El empleo de secuencias de referencia de genoma completo de simbiontes durante el

ensamble de loci en la pipeline ipyrad, mediante la disminución del parámetro

mindepth_makrule, permite optimizar la búsqueda y enfocar en secuencias de baja

profundidad.

● La determinación taxonómica puede verse influenciada por factores como el tamaño

de los fragmentos de RADSeq con los que se trabaja y el grupo que se busca recuperar, por lo

que algunos taxa procariontes pueden tener más dificultades para alcanzar una resolución

taxonómica precisa debido a los sesgos de las bases de datos empleadas o a la dificultad de

caracterizar estos ejemplares no cultivables y con altas tasas de mutación; mientras que los

eucariotas pueden presentar errores hasta estos niveles debido a la presencia de elementos

altamente repetitivos en sus genomas.

● Se encontraron representantes de más de 50 phyla de importancia biológica para el

género Dendroctonus como Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Tenericutes,

Ascomycota, Basidiomycota, Nematoda y Streptophyta.

● Se encontraron todos los integrantes del microbioma central estricto previamente

reportado para trece especies de Dendroctonus representados en las diecisiete especies

estudiadas: Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas, Rahnella, Raoultella y Serratia, además de
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algunos representantes del microbioma central relajado como Erwinia, Acinetobacter y

representantes de la familia Enterobacteriaceae.

● Se encontraron loci representantes del género Wolbachia en D. pseudotsugae y D.

punctatus, especies reportadas donde no habían sido previamente reportadas. Además se

reportó nuevamente su presencia en D. ponderosae.

● No se encontraron patrones de asociación de los loci microbianos entre las diferentes

especies de Dendroctonus que sugieran eventos de coespecación de grupos filogenéticos

completos, sin embargo, se ubicaron loci asociados a los árboles hospederos como Pinus y

Picea provenientes de especies que se caracterizan por infectar a estos géneros. Es posible

que algunas especies agrupadas por su patrón de asociación con loci microbianos compartan

factores ecológicos como la especie de árbol que infectan o la altura en la que habitan.

● Ante el incesante desarrollo de las diferentes técnicas de secuenciación masiva en

paralelo, la secuenciación de RADSeq continúa siendo una de las opciones más accesibles y

flexibles con respecto al diseño del muestreo. Gracia a estas ventajas y a la posibilidad de

ocupar secuencias previamente generadas para realizar sondeos del microbioma, se propone

que este método puede ser un parteaguas en este tipo de estudios para especies silvestres con

el cual se podrán formular preguntas más precisas con herramientas de mayor resolución

metagenómica.
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Anexo 5. Tabla de loci de todos los phyla con más de 90% de similitud recuperados por los diferentes ensambles

Denovo

_97

Denovo

_95

DRef_

97

DRef_

95

DPond_

97

DPond_

95

GRef_

97

GRef_

95

GRef_

97_m4

GRef_9

7_m2

GRef_

90_m2

GRef_

85_m2

Actinobacteria 45 2 30 26 1 1 0 0 0 0 0 0

Annelida 3 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0

Apicomplexa 208 26 149 147 0 0 0 0 0 0 0 2

Aquificae 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Arthropoda 167941 15618 10677 9433 248 232 31 29 36 41 24 22

Artverviricota 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Ascomycota 170 21 91 92 1 1 3 3 4 292 350 370

Bacillariophyta 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Bacteroidetes 107 16 84 77 0 0 0 0 0 0 0 0

Basidiomycota 28 5 13 12 0 0 0 0 0 0 0 0

Brachiopoda 3 0 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0
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Candidatus

Diapherotrites

1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Candidatus

Lokiarchaeota

1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Candidatus

Woesebacteria

2 1 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0

Cercozoa 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Chlamydiae 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Chlorobi 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Chloroflexi 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Chlorophyta 16 1 8 8 0 0 0 0 0 0 0 1

Chordata 4313 500 2429 2194 9 9 1 1 2 2 5 6

Chytridiomycota 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Ciliophora 34 3 22 19 0 0 0 0 0 0 0 0

Cnidaria 45 1 26 26 0 0 0 0 0 0 0 0
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Crenarchaeota 6 0 6 6 0 0 0 0 0 0 0 0

Cyanobacteria 33 5 19 16 2 0 0 0 0 0 0 0

Deinococcus-Thermus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Discosea 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Duplornaviricota 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Echinodermata 33 9 20 19 0 0 0 0 0 0 0 0

Elusimicrobia 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Euglenozoa 15 1 7 7 0 0 0 0 0 0 0 0

Euryarchaeota 15 0 11 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Evosea 35 3 23 17 0 0 0 0 0 0 0 0

Firmicutes 196 14 142 131 1 1 0 0 0 0 0 0

Fusobacteria 20 0 13 14 0 0 0 0 0 0 0 0

Hemichordata 3 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Heterolobosea 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
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Ignavibacteriae 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Microsporidia 8 0 8 7 0 0 1 1 1 1 1 1

Mollusca 277 24 118 112 1 1 0 0 0 0 0 0

Mucoromycota 8 0 7 7 0 0 0 0 0 0 0 0

multiple 585 80 248 256 1 0 7 6 5 9 13 11

Negarnaviricota 2 1 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0

Nematoda 463 59 257 227 8 7 0 0 0 0 0 0

Nemertea 2 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0

no phylum 51 5 43 31 0 0 0 0 0 0 2 2

Nucleocytoviricota 14 4 7 6 0 0 0 0 0 0 0 0

Oomycota 17 0 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0

Parabasalia 4 2 4 4 0 0 0 0 0 0 0 0

Peploviricota 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Perkinsozoa 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Pisuviricota 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Planctomycetes 6 0 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0

Platyhelminthes 134 9 69 58 1 1 0 0 0 0 0 0

Porifera 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Preplasmiviricota 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Priapulida 4 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Proteobacteria 5543 155 4879 5031 2 2 0 0 0 1 1 2

Rhodophyta 10 1 5 6 0 0 0 0 0 0 0 0

Rotifera 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Spirochaetes 19 2 10 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Streptophyta 1998 236 1313 1189 4 4 1 0 1 1 0 0

Tenericutes 40 5 27 25 0 0 0 0 0 0 0 0

Thaumarchaeota 2 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0

Thermodesulfobacteria 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
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Thermotogae 6 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Uroviricota 15 2 9 10 0 0 0 0 0 0 0 0

TOTAL 182505 16818 20810 19262 279 259 44 40 49 347 396 417
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